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1.1 DIE 3´-5´-DNA-EXONUKLEASE TREX1 
Das TREX1-Gen kodiert die ubiquitär exprimierte 3´-5´-DNA-Exonuklease Three Prime Re-
pair Exonuclease 1 (TREX1), ein Protein mit einer Länge von 314 Aminosäuren. Die zytoge-
netische Lokalisation des humanen Gens befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 
3 (Lee-Kirsch et al., 2006). 
Erstmals wurde TREX1 im Jahr 1999 zusammen mit seinem Homolog TREX2 beschrieben 
(Mazur und Perrino, 1999). TREX1 ist eine intrazelluläre DNase, die sequenzunspezifisch 
einzelsträngige Desoxyribonukleinsäuren (ssDNA) sowie ssDNA-Überhänge in doppelsträn-
gigen Desoxyribonukleinsäuren (dsDNA) vom 3´-Ende abbaut (Mazur and Perrino, 1999; 
Hoss et al., 1999). Die Nuklease-Aktivität von TREX1 wird für einen wesentlichen Teil der 
gesamten intrazellulären DNase-Aktivität verantwortlich gemacht. Die Homologie zwischen 
TREX1 und TREX2 beträgt auf Proteinebene 44 %, wobei TREX1 im Gegensatz zu TREX2 
zusätzlich einen hoch konservierten hydrophoben Bereich von 79 Aminosäuren am C-
Terminus aufweist (Mazur and Perrino, 1999). Sowohl TREX1 als auch TREX2 bilden Ho-
modimere und stellen aktuell die einzigen Nukleasen dar, die als Dimere fungieren (Mazur 
and Perrino, 2001; Kavanagh et al., 2008; de Silva et al., 2007).  
 
1.1.1 Die Struktur von TREX1 
Die Substratspezifität von TREX1 wird durch das katalytische Zentrum gewährleistet, dessen 
Nukleotidbindungstasche über hydrophobe Bindungen eine direkte Interaktion mit der Base, 
der Desoxyribose sowie dem 3´-Phosphat einer ssDNA eingeht (de Silva et al., 2007). Auf 
Grund der Sequenzhomologie wird TREX1 der Familie der DnaQ Exonukleasen zugeordnet, 
die durch drei hoch konservierte Sequenzmotive, den Exo-Domänen, gekennzeichnet sind. 
Die Exo-Domänen bestehen aus jeweils vier Aminosäureresten (drei Aspartatreste und ein 
Glutamatrest), die zusammen das aktive Zentrum bilden (Abbildung 1) (Mazur and Perrino, 
1999). Die vier Aminosäurereste sind dabei für die Bindung von zwei divalenten Mg2+-Ionen 
verantwortlich, welche essentiell für die Substratbindung sowie die katalytische Aktivität von 




Mit Hilfe von Kristallstrukturanalysen konnte gezeigt werden, dass TREX1 aus fünf anti-
parallelen β-Strängen, umgeben von neun α-Helices, gebildet wird. Die Dimergrenzfläche 
beträgt etwa 15 % der Proteinoberfläche und wird sowohl durch Wasserstoffbrückenbindun-
gen, Van der Waals-Kräfte als auch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert (Brucet et al., 
2007; de Silva et al., 2007). Am C-terminalen Ende des Proteins erstreckt sich im Bereich 
der Aminosäuren 286 bis 309 eine hoch hydrophobe Region, welche in bioinformatischen 
Analysen eine Transmembrandomäne ausbildet. Diese Domäne wird für die Verankerung 
des TREX1-Proteins im endoplasmatischen Retikulum (ER) verantwortlich gemacht 
(Abbildung 2). In diesem hypothetischen Modell ragt der N-terminale Bereich von TREX1, 
welcher das aktive Zentrum beinhaltet und somit für die Degradierung der ssDNA verant-
wortlich ist, in das Zytosol (Abbildung 2) (Brucet et al., 2007; Lee-Kirsch et al., 2007b). Die 
Kristallstruktur weist zwischen der Exo 1- und Exo 2-Domäne (Aminosäure 54 bis 62) zudem 
ein prolinreiches Motiv auf, welches in unmittelbarer Nähe der Dimergrenzfläche eine Polyp-
rolin-Typ II-Helix ausbildet. Das Polyprolinmotiv besteht aus acht Aminosäuren, von denen 
sechs auf die Aminosäure Prolin entfallen, und ist an den Protein-Protein-Interaktionen betei-
ligt (Zarrinpar et al., 2003; de Silva et al., 2007).   
NH2 COOH 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des humanen TREX1 Proteins 
Dargestellt sind die drei konservierten Domänen (Exo1, Exo2 und Exo3), die das katalytische Zentrum bil-







Abbildung 2: Bioinformatische Vorher-
sage der Transmembrandomäne von 
TREX1 und hypothetisches Modell des 
TREX1-Dimers  
a. Die hydrophobe C-terminale Region ist 
durch einen hohen Wahrscheinlichkeits-
wert gekennzeichnet und wird auf Grund 
seiner Länge von 23 Aminosäuren einer 
Transmembranhelix zugeordnet. Die bioin-
formatische Vorhersage erfolgte mit der 
Software TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/-
services/TMHMM/). 
b. Die in das Zytoplasma ragenden N-
terminalen Enden beider Monomere (hell- 
und dunkelblau) haben jeweils zwei ssD-
NA-Moleküle (gelb) am aktiven Zentrum 
gebunden. Der C-Terminus verankert die 
beiden Monomere in der ER-Membran. 
Die Polyprolinmotive (orange) befinden 
sich an der Oberfläche des Dimer-
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1.1.2 Die Funktionen von TREX1 
Die genauen physiologischen Funktionen von TREX1 konnten trotz intensiver Forschungs-
arbeit bis heute noch nicht endgültig aufgeklärt werden. Hauptsächlich wird TREX1 aber mit 
der Degradation von intrazellulären Nukleinsäuren in Verbindung gebracht. Auf Grund der 
Assoziation von TREX1-Mutationen mit verschiedenen inflammatorischen Phänotypen hat 
die Erforschung der Funktionen von TREX1 in den letzten Jahren besondere Aufmerksam-
keit erlangt. So verursachen Mutationen im humanen TREX1-Gen das Aicardi-Goutières-
Syndrom (AGS), die retinale Vaskulopathie mit zerebraler Leukodystrophie (RVCL), den 
Chilblain Lupus (CHL) sowie den systemischen Lupus erythematodes (SLE) (Lee-Kirsch et 
al., 2007b; Crow et al., 2006b; Rice et al., 2007). 2004 zeigten Morita et al., dass Trex1 
Knock-out Mäuse (Trex1-/-) eine Myokarditis entwickeln und eine drastisch reduzierte Überle-
bensrate aufweisen (Morita et al., 2004). Wenig später führten Stetson et al. den Entzün-
dungsprozess auf eine Typ 1-Interferon (IFN)-abhängige Autoimmunreaktion zurück (Stetson 
et al., 2008). Diese Beobachtungen bei Patienten und im Mausmodell deuten somit darauf 
hin, dass eine gestörte Funktion von TREX1 an der Entstehung von Inflammation und Auto-
immunität beteiligt ist.  
 
1.1.2.1 Rolle bei der DNA-induzierten Typ 1-Interferon-Aktivierung 
Freie zytoplasmatische Nukleinsäuren von Pathogenen, wie beispielsweise Viren, können 
von zytoplasmatischen Sensoren des angeborenen Immunsystems als Gefahrensignale er-
kannt werden, was zur Aktivierung der antiviralen Typ 1-IFN-Achse führt (Stetson and 
Medzhitov, 2006). Diese Erkenntnis hat die Entdeckung neuer zytosolischer Nukleinsäure-
sensoren, die unabhängig vom Toll-like Rezeptor (TLR)-Signaling fungieren, vorangetrieben 
und wesentlich zum Verständnis der Erkennungsmechanismen zytosolischer DNA sowie der 
Induktion einer antiviralen Antwort beigetragen. So wurden in den letzten Jahren mehrere 
zytosolische Nukleinsäuresensoren identifiziert, die entweder RNA oder DNA erkennen und 
mehrheitlich die Typ 1-IFN-Achse aktivieren (Cheng et al., 2007; Takaoka et al., 2007; 
Ronnblom and Pascual, 2008; Hornung et al., 2009; Hornung and Latz, 2010; Wu et al., 
2013). Die bisher am besten untersuchten zytosolischen RNA-Sensoren sind die RIG-I-like 
Helikasen Retinoic Acid Inducible Gene 1 (RIG-I) sowie Melanoma Differentiation-Associated 
Gene 5 (MDA5), welche den nukleären Faktor kappaB (NF-κB) sowie Interferon regulierende 
Faktoren (IRFs) über das Adapterprotein Mitochondrial Antiviral Signaling Protein (MAVS) 
aktivieren (Atianand and Fitzgerald, 2013). Während MDA5 lange doppelsträngige Ribonuk-
leinsäuren (dsRNA) bindet, erkennt RIG-I kürzere Ribonukleinsäuren mit einem Tri- oder 
Diphosphat am 5´-Ende (Kawai et al., 2005; Hornung et al., 2006; Goubau et al., 2014). Un-
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ter den bisher identifizierten DNA-Sensoren kommt der zyklischen Guanosinmonophosphat-
Adenosinmonophosphat (GMP-AMP) Synthase (cGAS), eine Nukleotidyl-Transferase, eine 
besondere Rolle zu. cGAS katalysiert durch die Bindung von dsDNA oder ssDNA die Syn-
these von zyklischem GMP-AMP (cGAMP) (Sun et al., 2013; Wu et al., 2013). Anschließend 
bindet cGAS das Adaptormolekül Stimulator of Interferon Genes (STING), was dessen Ho-
modimerisierung und Aktivierung zur Folge hat. Dies induziert die Phosphorylierung von 
IRF3 über die TANK-bindende Kinase 1 (TBK1). Sowie die Translokation von IRF3 in den 
Kern, welches dann die Transkription des Interferon-β-Gens (IFNB) aktiviert (Xiao and Fitz-
gerald, 2013). Auf Grund seiner Funktion im intrazellulären DNA-Metabolismus wird vermu-
tet, dass TREX1 eine Rolle als negativer Regulator der Immunantwort auf IFN-stimulierende 
DNA wahrnimmt. Zudem wurde gezeigt, dass die TREX1-Expression durch IFN-
stimulierende DNA induziert wird (Stetson et al., 2008). Stetson et al. konnten zudem zeigen, 
dass Trex1-/- Mäuse, bei denen zusätzlich Irf3 oder der IFN-α-Rezeptor (Ifnar) ausgeschaltet 
wurde, nicht mehr an einer autoimmun bedingten Myokarditis verstarben (Stetson et al., 
2008). IRF3 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine zentrale Rolle bei der Typ 1-IFN-Aktivierung 
spielt, während der IFN-α-Rezeptor die Typ 1-IFN-Effekte vermittelt. Dies belegt, dass der 
TREX1-defiziente Phänotyp der Mäuse Typ 1-IFN abhängig ist (Stetson et al., 2008).  
Die Typ 1-IFN-Aktivierung wird auf endogene DNA-Metabolite zurückgeführt, die auf Grund 
des fehlenden Abbaus durch TREX1 im Zytoplasma akkumulieren und durch Sensoren des 
angeborenen Immunsystems wie beispielsweise cGAS erkannt werden. Dies resultiert in 
einer zellintrinsischen Aktivierung der Typ 1-IFN-Achse, die primär in nicht-
hämatopoetischen Zellen stattfindet und begünstigt schlussendlich die Entwicklung von Auto-
immunität (Yang et al., 2007; Stetson et al., 2008; Ablasser et al., 2014).  
 
1.1.2.2 Rolle bei der Granzym A-vermittelten Apoptose  
Transformierte oder virusinfizierte Zellen können über zwei verschiedene Apoptosewege 
eliminiert werden. Die Einleitung der Apoptose wird in beiden Fällen über zytoplasmatische 
Granulatoxine vermittelt, die durch natürliche Killerzellen und zytotoxische T-Zellen sezer-
niert werden und über Perforin in die Zielzelle gelangen (Fan et al., 2003). Einer der beiden 
Mechanismen wird durch Granzym B induziert und wirkt über die Aktivierung von pro-
apoptotischen Cystin-Proteasen. Die Apoptoseauslösung kann auch durch Granzym A erfol-
gen (Pinkoski and Green, 2003). Dieser Weg des programmierten Zelltodes wird ohne Akti-
vierung pro-apoptotischer Caspasen (Trapani and Smyth, 2002) über den multimeren, im ER 
lokalisierten SET-Komplex vermittelt (Abbildung 3) (Zhang et al., 2001). Chowdhury et al. 
zeigten 2006, dass TREX1 ebenfalls eine Komponente des SET-Komplexes ist und an der 
Einleitung 
6 
Granzym A-vermittelten Caspase-unabhängigen Apoptose beteiligt ist. Oxidativer Stress in 
Form von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche durch Granzym A-geschädigte Mito-
chondrien entstehen, führt zu einer Translokation des SET-Komplexes in den Nukleus und 
zur Aktivierung von NM23-H1, einer Nukleosid-Diphosphat Kinase mit Exonuklease-Aktivität, 
welche Einzelstrangbrüche in der genomischen DNA verursacht (Fan et al., 2003; Chowdhu-
ry et al., 2006). Aktiviert Granzym A den SET-Komplex durch das Schneiden von SET, agie-
ren nachfolgend NM23-H1 und TREX1 gemeinsam. NM23-H1 spaltet einen DNA-Strang, 
was zu einem freien 3´-Ende in der DNA führt, welches als Substrat für TREX1 dient (Chow-
dhury et al., 2006). TREX1 baut dann die Basen vom 3´-Ende ab und leitet auf diese Weise 
den zur Apoptose führenden DNA-Schaden ein.  
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Abbildung 3: Granzym A-vermittelte Apoptose 
Die durch Granzym A induzierte Spaltung des SET-Proteins führt zu einer Translokation des gesamten Komple-
xes in den Zellkern. Das Schneiden der restlichen Komponenten des SET-Komplexes aktiviert die DNase NM23-
H1, welche Einzelstrangbrüche in der DNA verursacht, deren freie 3´-Enden anschließend durch TREX1 abge-
baut werden. CTL: zytotoxische T-Lymphozyten; ROS: reaktive Sauerstoffspezies (modifiziert nach (Fan et al., 




1.1.2.3 DNA-Replikation und DNA-Reparatur 
Yang et al. beschrieben, dass TREX1-defiziente embryonale Mausfibroblasten (MEFs) Zei-
chen einer chronischen DNA-Schadensantwort, Replikationsstress sowie Zellzyklusdefekte 
aufweisen (Yang et al., 2007). Des Weiteren wurde gezeigt, dass ein in HeLa-Zellen expri-
miertes Green Fluorescent Protein (GFP)-TREX1-Fusionsprotein, durch genotoxischen 
Stress, wie Gammastrahlung oder Hydroxyurea, in den Zellkern transloziert und dort mit 
Replikationsfoci kolokalisiert. Dies hat zu der Annahme geführt, dass TREX1 an Vorgängen 
der DNA-Replikation und DNA-Reparatur beteiligt sein könnte. Zudem wurde in TREX1-
defizienten MEFs die Akkumulation einer kurzen ssDNA–Spezies im Zytosol beschrieben, 
die auf Nebenprodukte einer abberanten DNA-Replikation zurückgeführt wurden (Yang et al., 
2007). Da diese endogenen ssDNA-Fragmente nicht in Wildtyp-Zellen detektierbar waren, 
wurde vermutet, dass sie spezifische Substrate von TREX1 darstellen. Auf welche Weise die 
im Zytosol akkumulierende ssDNA oder die chronische Aktivierung einer DNA-
Schadensantwort zur Aktivierung des Immunsystems führt, ist hingegen ungeklärt.  
 
1.1.2.4 Retroelemente und Retroviren 
Stetson et al. konnten den von Yang et al. publizierten Phänotyp einer DNA-
Schadensantwort in TREX1-defizienten MEFs nicht nachweisen, beschrieben jedoch eben-
falls eine Akkumulation von zytosolischer ssDNA, die sie mit Hilfe von Sequenzanalysen auf 
reverse Transkripte endogener Retroelemente zurückführten (Stetson et al., 2008). Endoge-
ne Retroelemente wie L1-Elemente, Long Terminal Repeat (LTR) Retrotransposons oder 
endogene Retroviren sind hochrepititive DNA–Sequenzen, die zusammen fast 50 % des 
menschlichen Genoms ausmachen. Sie zählen zur Gruppe der transposablen Elemente und 
können über ein revers transkribiertes RNA-Intermediat im Genom “springen” (Lander et al., 
2001; Goodier and Kazazian, 2008; Levin and Moran, 2011). Im Gegensatz zum menschli-
chen Genom besitzt das Mausgenom hoch aktive endogene Retroelemente wie z.B. intrazis-
ternale A-Partikel (IAP) Elemente, die zu einer autonomen Retrotransposition befähigt sind. 
So kodieren sie alle notwendigen Proteine für die reverse Transkription eines RNA-
Intermediates zu einem doppelsträngigen DNA-Produkt, welches sich dann in das Genom 
integrieren kann (Dewannieux et al., 2004). Interessanterweise entwickeln Mäuse, die die 
von Retroelementen abstammenden Nukleinsäuren nicht mehr über das TLR-System erken-
nen können, Anzeichen von Autoimmunität sowie Leukämie. Dies zeigt die potentielle Gefahr 
einer unkontrollierten Retroelementaktivität im Genom (Young et al., 2012; Yu et al., 2012). 
Stetson et al. hatten daher die Hypothese aufgestellt, dass ssDNA von revers transkribierten 
Retroelementen das primäre Substrat von TREX1 darstellen und für die Typ 1-IFN-
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Aktivierung verantwortlich sind (Abbildung 4) (Stetson et al., 2008). Weiterhin konnte gezeigt 
werden, dass TREX1 auch ssDNA exogener Retroviren wie beispielsweise dem humanen 
Immunodefizienz-Virus (HIV) metabolisieren kann. Yan et al. haben nachgewiesen, dass 
TREX1 die durch reverse Transkription des viralen RNA-Genoms generierte ssDNA degra-
diert und auf diese Weise eine zellintrinsische Aktivierung von DNA-Sensoren verhindert. 
Somit schützt TREX1 in seiner Funktion zwar vor Autoimmunität, erleichtert jedoch eine HIV-
1–Infektion, indem es die virale DNA vor der Erkennung durch das Immunsystem degradiert 




   
Abbildung 4: Rolle von TREX1 im Metabolismus von Retroelementen 
TREX1 metabolisiert ssDNA, die durch reverse Transkription von Retroelementen entsteht. Eine 
inadäquate intrazelluläre Akkumulation von DNA-Metaboliten in Folge einer TREX1-Defizienz indu-
ziert auch in Abwesenheit einer viralen Infektion eine antivirale Immunantwort, was zu Autoimmuni-






1.2 PHÄNOTYPISCHES SPEKTRUM EINER TREX1-DEFIZIENZ BEIM 
MENSCHEN  
Mutationen im TREX1-Gen verursachen ein breites Spektrum an klinisch unterschiedlichen 
Phänotypen, die jedoch alle durch Entzündung, Autoimmmunität sowie einer chronischen 
Aktivierung der antiviralen Typ 1-IFN-Achse gekennzeichnet sind. Es wurden bereits über 40 
krankheitsverursachende Mutationen, darunter Missense-, Splice Site- und Frameshift-
Mutationen, im TREX1-Gen beschrieben (Rice et al., 2007). Die Mutationen beeinflussen 
dabei unterschiedliche funktionelle Aspekte von TREX1, wie z.B. die subzelluläre Lokalisati-
on, die Dimer-Stabilität, die Nukleinsäure-Bindung oder die katalytische Aktivität (Lee-Kirsch 
et al., 2007b; Richards et al., 2007).  
 
1.2.1 Das Aicardi-Goutières-Syndrom 
Das AGS ist eine seltene autosomal-rezessive Enzephalopathie, die sich im Säuglingsalter 
manifestiert und erstmals 1984 beschrieben wurde (Aicardi and Goutieres, 1984). Klinisch ist 
diese Erkrankung durch dystone Bewegungsstörungen, Krampfanfälle sowie Fieberschübe 
charakterisiert, was zu einer schweren Entwicklungsverzögerung und einer postnatalen Mik-
rozephalie führt. Die betroffenen Kleinkinder weisen Verkalkungen der Basalganglien, Myeli-
nisierungsstörungen und eine Lymphozytose mit einer Erhöhung des IFN-α im Liquor auf, 
was auf ein entzündliches Geschehen hinweist, ohne dass jedoch eine virale Infektion nach-
weisbar wäre (Aicardi and Goutieres, 1984; Goutieres, 2005; Orcesi et al., 2009). Phänoty-
pisch hat das AGS zudem Ähnlichkeiten mit dem SLE. So entwickeln viele Patienten kutane 
Chilblain-Läsionen, Arthritis oder antinukleäre Antikörper (Ramantani et al., 2010). Ähnlich 
wie Patienten mit SLE zeigen AGS-Patienten im peripheren Blut eine konstitutiv erhöhte Ex-
pression Interferon-stimulierter Gene (ISG) (Rice et al., 2013; Baechler et al., 2003). Patien-
ten mit AGS weisen mehrheitlich biallele TREX1-Mutationen auf, jedoch sind drei Fälle mit 
heterozygoten de novo-Mutationen beschrieben worden, von denen ein bisher ungeklärter 
dominant-negativer Effekt angenommen werden kann (Rice et al., 2007; Crow et al., 2006c; 
Tüngler et al., 2012). Selbst unter erkrankten Geschwistern kann die phänotypische Variabili-
tät dieser Krankheit hoch sein. So kann ein Kind klassische AGS-Symptome zeigen, wäh-
rend sich das andere annähernd normal entwickelt (Vogt et al., 2013; Tüngler V et al., 2014). 
Bis heute konnten neben TREX1 weitere Gene identifiziert werden, die ein AGS verursachen 
können. Hierzu zählen die drei Untereinheiten der RNase H2 (RNASEH2A, RNASEH2B, 
RNASEH2C), die dNTPase SAMHD1, die RNA-spezifische Deaminase ADAR sowie die 
RNA-Helikase IFIH1, welche einen Sensor für dsRNA kodiert (Crow et al., 2006c; Crow et 
al., 2006a; Rice et al., 2009; Rice et al., 2012; Rice et al., 2014).  
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Auffallend hierbei ist, dass alle bisher identifizierten AGS-assoziierten Proteine eine Rolle im 
intrazellulären Nukleinsäuremetabolismus spielen oder der Erkennung von Nukleinsäuren 
dienen (Lee-Kirsch et al., 2014). Dies verdeutlicht, dass Störungen im Nukleinsäuremetabo-
lismus oder dem Sensing von Nukleinsäuren über eine konstitutive Aktivierung der Typ 1-
IFN-Achse zu Autoinflammation und Autoimmunität führen können (Crow and Rehwinkel, 
2009).  
 
1.2.2 Der familiäre Chilblain Lupus  
Der Chilblain Lupus erythematodes zählt zu den seltenen kutanen Manifestationen eines 
Lupus erythematodes (LE) (Hutchinson, 1888; Lee-Kirsch et al., 2007a; Lee-Kirsch et al., 
2007b; Rice et al., 2007). Charakteristisch ist hier das Auftreten rötlich-erhabener Efflores-
zenzen im Bereich der Akren, die bevorzugt in der feucht-kalten Jahreszeit auftreten (Lee-
Kirsch et al., 2006; Günther et al., 2009). Im Gegensatz zum sporadischen Chilblain Lupus, 
der meist im Erwachsenenalter auftritt, ist der familiäre Chilblain Lupus eine autosomal-
dominante Erkrankung, die sich bereits im frühen Kindesalter manifestiert (Lee-Kirsch et al., 
2006; Rice et al., 2007). Einige Patienten entwickeln zusätzlich Arthralgien sowie antinukleä-
re Antikörper (Günther et al., 2013). Histologisch lassen sich lupustypische Veränderungen 
wie eine Interface-Dermatitis mit perivaskulären Infiltraten sowie Ablagerungen von Immun-
globulinen und Komplement entlang der Basalmembran nachweisen (Lee-Kirsch et al., 2006; 
Günther et al., 2009). Ausdruck einer konstitutiven Typ 1-IFN-Aktivierung sind der Nachweis 
des IFN-induzierten Myxovirus Resistance Protein 1 (MxA) in kutanen Läsionen sowie eine 
Typ 1-IFN-Signatur in periphären Blutzellen (Günther et al., 2013; Peschke et al., 2014). Der 
familiäre Chilblain Lupus wird durch heterozygote TREX1-Mutationen verursacht (Lee-Kirsch 
et al., 2007a). Bis heute wurden in der Literatur weniger als 10 TREX1-Mutationen beschrie-
ben, welche einen familiären Chilblain Lupus verursachen (Tüngler et al., 2012; Lee-Kirsch 
et al., 2007a; Lee-Kirsch et al., 2006). Eine Heterozygotie für die TREX1-Mutation Asp18Asn 
kann unterschiedliche Phänotypen, selbst innerhalb einer Familie, verursachen und neben 
einem Hautphänotyp auch einen AGS-ähnlichen Phänotyp bedingen (Abe et al., 2013). Des 
Weiteren wurde eine heterozygote SAMHD1-Mutation in einer Familie mit dominantem fami-




1.2.3 Retinale Vaskulopathie mit zerebraler Leukodystrophie 
Die RVCL wird ebenfalls durch heterozygote TREX1-Mutationen verursacht und autosomal-
dominant vererbt. Ursache der RVCL sind heterozygote Frameshift-Mutationen im TREX1-
Gen, welche stets mit einer Trunkation der C-terminalen Region des TREX1-Proteins einher 
gehen, während die DNase-Domäne des TREX1-Enzyms erhalten bleibt (Fye et al., 2011). 
Die RVCL wird auf eine primär strukturelle Vaskulopathie zurückgeführt (Richards et al., 
2007). Jedoch wurden bei einem Patienten mit RVCL Autoimmunphänomene sowie eine 
IFN-Signatur im Blut beschrieben, was nahe legt, dass eine konstitutive Typ 1-IFN-
Aktivierung auch bei RVCL pathogenetisch relevant ist (Tüngler V, 2014; Schuh et al., 2014).  
 
1.2.4 Der systemische Lupus erythematodes 
Der SLE ist eine Autoimmunerkrankung, welche vor allem junge Frauen im gebärfähigen 
Alter betrifft (Alarcon-Riquelme, 2005; Costenbader et al., 2007). Auf Grund eines Verlustes 
der immunologischen Toleranz kommt es zur Bildung von Autoantikörpern gegen ubiquitäre 
nukleäre Antigene, welche sich als Immunkomplexe in den Gefäßen ablagern und eine Ent-
zündung verursachen, die prinzipiell jedes Organ betreffen kann. Zu den Anfangsbeschwer-
den zählen Müdigkeit und allgemeine Schwäche sowie oft kutane Symptome wie das 
Schmetterlingserythem, diskoide Läsionen oder eine erhöhte UV-Empfindlichkeit. Weitere 
Organmanifestationen eines SLE betreffen unter anderem die Gelenke, die Niere, das zent-
rale Nervensystem sowie das hämatopoetische System (Zink et al., 2004). Der SLE stellt die 
erste Krankheit dar, bei der eine chronische Typ 1-IFN-Aktivierung als zentraler pathogeneti-
scher Mechanismus angenommen wurde. Als Antwort auf eine virale Infektion wird IFN-α 
über den TLR-Signalweg von plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC) gebildet (Schuh et 
al., 2014; Ronnblom and Pascual, 2008). Dies fördert zum einen die Apoptose infizierter Zel-
len mit Freisetzung nukleärer Antigene und stimuliert andererseits die Aktivierung der lym-
phozytären Immunabwehr. Kommt es hierbei zur Aktivierung von autoreaktiven B-Zellen, 
kann dies zur Bildung von Autoantikörpern führen. Diese bilden mit endogenen Nukleinsäu-
ren, die aus Zelldebris stammen, Immunkomplexe, welche über Fc-Rezeptoren von pDCs 
internalisiert werden. Im endosomalen Kompartiment wird die Nukleinsäurekomponente 
durch TLRs erkannt, was eine erneute Aktivierung der IFN-α-Produktion nach sich zieht. Auf 
diese Weise entsteht ein sich selbst aufrechterhaltender pathogenetischer Kreislauf, der zu 
einem Verlust der Immuntoleranz und zur Manifestation von Autoimmunität führen kann 
(Marshak-Rothstein, 2006; Ronnblom et al., 2009; Lovgren et al., 2004). Der SLE ist eine 
multifaktorielle Erkrankung, zu deren Entstehung sowohl genetische als auch verschiedene 
Umweltfaktoren beitragen (Harley et al., 2009). In Kandidatengen-Analysen wurde gezeigt, 
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dass seltene heterozygote Varianten in den AGS-verursachenden Genen, TREX1, RNA-
SEH2A, RNASEH2B, und RNASEH2C, das Risiko erhöhen, an einem SLE zu erkranken 
(Namjou et al., 2011). Dies zeigt, dass eine zell-autonome Typ 1-IFN-Aktivierung, die primär 
durch Faktoren des angeborenen Immunsystems vermittelt wird, auch für die Pathogenese 
des multifaktoriellen SLE eine wichtige Rolle spielt. 
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2 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG DIESER 
ARBEIT 
Genetisch bedingte Defekte in der intrazellulären DNase TREX1 verursachen ein Spektrum 
von Krankheiten, die durch die Aktivierung der Typ 1-IFN-Achse gekennzeichnet sind und 
mit Autoinflammation sowie Autoimmunität einhergehen. TREX1 wird eine Rolle beim Abbau 
endogener DNA-Metabolite aus unterschiedlichen zellulären Prozessen zugeschrieben. 
Nicht-metabolisierte DNA akkumuliert in der Zelle und wird von DNA-Sensoren wie cGAS als 
Gefahrensignal erkannt Dies induziert eine chronische Typ 1-IFN-Aktivierung, die zu Autoin-
flammation und Autoimmunität führt. Somit stellt der nukleolytische Abbau von endogener 
DNA durch TREX1 einen wichtigen Kontrollmechanismus dar, um eine inadäquate Aktivie-
rung des Immunsystems zu vermeiden. Vor diesem Hintergrund untersucht die vorliegende 
Arbeit, welche TREX1-Substrate beim Menschen pathogenetisch relevant sind, auf welche 
Weise diese im Rahmen einer TREX1-Defizienz entstehen und zu einer Typ 1-IFN-
Aktivierung führen. Langfristig soll das bessere Verständnis der Pathogenese TREX1-
assoziierter Phänotypen neue Wege für Therapieoptionen eröffnen.  
Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:  
1) Welche funktionelle Rolle spielt die subzelluläre Lokalisation von TREX1? Hierfür 
wurde die Topologie von TREX1 sowie dessen Integration und die Orientierung in 
der Membran des ER analysiert.  
 
2) Wie ist der zelluläre Phänotyp von Patienten mit TREX1-Mutation charakterisiert? 
Es wurden primäre Fibroblasten von Patienten hinsichtlich der zellulären und mo-
lekularen Folgen einer TREX1-Defizienz analysiert. 
 
3) Inwiefern lässt sich der zelluläre Phänotyp TREX1-defizienter humaner Zellen 
durch TREX1-Knock-down rekapitulieren und welche Signalwege sind daran be-
teiligt? Mittels RNA-Interferenz wurden die Auswirkungen eines Knock-downs von 
TREX1 auf den zellulären Phänotyp sowie die Typ 1-IFN-Aktivierung untersucht.  
 
4) Führt eine TREX1-Defizienz in Fibroblasten zur intrazellulären Akkumulation von 
DNA? Es wurde dazu untersucht, ob Patientenzellen im Verlgeich zu Wildtyp-
Zellen vermehrt ssDNA im Zytosol aufweisen und aus welcher Quelle diese 
stammen. Des Weiteren wurde in lebenden Zellen die Exonukleaseaktivität be-
stimmt.   
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5) Sind TREX1-defiziente Zellen sensitiver gegenüber genotoxischem Stress? Dazu 
wurden die Auswirkungen von UV-Licht und H2O2 auf den zellulären Phänotyp un-
tersucht.  
 
6) Welche räumliche Verteilung zeigt ssDNA nach Einbringen in die Zelle? Hierfür 
wurde die subzelluläre Verteilung von fluoreszenz-markierten Oligonukleotiden 
nach Mikroinjektion in lebenden Zellen analysiert. 
 
7) Wie wirkt sich die Akkumulation von ssDNA in TREX1-defizienten Zellen auf die 
ssDNA-bindenden Proteine RPA und RAD51 aus? Zu diesem Zweck wurde die 
Expression sowie die Foci-Bildung von RPA und RAD51 in Patientenzellen analy-
siert. 
 
8) Welchen Einfluss hat der Knock-down von RPA und RAD51 auf die intrazelluläre 
Verteilung von ssDNA? Mittels RNA-Interferenz wurden die Auswirkungen eines 
Knock-downs von RPA und RAD51 auf die intrazelluläre Verteilung von ssDNA 
sowie die Typ 1-IFN-Aktivierung untersucht.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Sarstedt 
100 mm Zellkulturschalen Becton, Dickinson and Company 
(BD) 
6-Well-Platten Greiner Bio-One 
12-Well-Platten Greiner Bio-One 
15 ml Röhrchen BD 
24-Well-Platten Greiner Bio-One 
35 mm Zellkulturschalen Ibidi GmbH 
35 mm Glasbodenzellkulturschalen MatTek 
50 ml Röhrchen BD 
96-Well-Platten Greiner Bio-One 
CASYcup  Roche Applied Science 
Deckgläser VWR 
Deckgläser Comet Marienfeld 
Insulinspritze Omnican ® 40 Braun 
Kryoröhrchen  Greiner Bio-one 
Nitrozellulosemembran Protran BA 83  Whatman 
Novex ® NuPAGE ® Bis-Tris Pre-Cast Gele  Invitrogen 
Objektträger Menzel Gläser (Thermo) 
Objektträger (gefrostet) ESCO 
Pipettenspitzen (div. Größen)    Sarstedt 
Pipettenspitzen Low binding (div. Größen)  Corning 
Sequenzierplatten (96-Well) Axygen 
Skalpelle (technocut) HMD Healthcare Ltd. 
Stabpipetten (5, 10 und 25 ml)  Greiner bio-one 
Sterilfilter (0,22 µm) Corning 
Whatman Blotting Papier Roth 
X-Ray Röntgenfilme (Amersham Hyperfilm ECL) Thermo Scientific Fisher 
Zellkulturflaschen (T-25, T-75 und T-175)  Greiner Bio-one 




3.1.2 Chemikalien und Enzyme  
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Chemikalien und Enzyme 
Bezeichnung Hersteller 
6x Ladepuffer (Agarosegele) Fermentas 
Agarose (low melt) Sigma-Aldrich 
Antibiotika/Antimykotika-Mix PAA 
Bromphenolblau Sigma Aldrich 
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva 
Calciumchlorid Merck 
CASYton Roche Applied Science 
Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche Applied Science 
Dabco Sigma-Aldrich 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM) high 
glucose (4,5 g/l) 
PAA 
DNase I Quiagen 
DMSO, Cryo-sure WAKChemieMedicalGmbH 
Dulbecco`s Phosphate Buffered Saline (PBS) (1x) PAA 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) (0,5 M) Sigma-Aldrich 
Endoglykosidase H NEB 
Ethanol (96 %) VWR 
Fibronektin Roche Applied Science 
FuGene® HD Transfection Reagent Roche Diagnostics 










L-Glutamine 200 mM (100x) PAA 
Magnesiumsulfat Merck 





Nukleasefreies Wasser Promega 
NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) Life technologies 
NuPAGE Sample Reducing Agent (10x) Life technologies 
NuPAGE Transfer Buffer (20x) Life technologies 
Oligofectamin Life technologies 
Opti-MEM Life technologies 
Paraformaldehyd (PFA) Merck 
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Roche Applied Science 
Polyethylenimin (PEI) Sigma-Aldrich 
Poly(I:C) InvivoGen 
PonceauS-Färbelösung Sigma-Aldrich 
Precision Plus Protein TM Standards, Dual Color BioRad 
RNase A Biozym 
S1 Nuklease  Applied Biosystems 
Roti® Block (10x) Carl Roth GmbH 
SYBR Gold Invitrogen 
Trehalose Calbiochem 
Tris-Base Roth 
Triton-X 100 Serva 
Trypsin EDTA (10x) PAA  
Tween 20 AppliChem 
Vectashield® Mounting Medium  Vector Laboratories 
Wasserstoffperoxid Merck 
X-Ray Developer Kodak GmbH, Stuttgart 
X-Ray Fixer Kodak GmbH, Stuttgart 
 
3.1.3 Antikörper 
Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Antikörper 
Bezeichnung Hersteller 
53BP1 Novus Biologicals 
AlexaFluor488 Ziege anti-Maus IgG Life technologies 
AlexaFluor488 Ziege anti-Kaninchen IgG Life technologies 
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AlexaFluor594 Ziege anti-Maus IgG Life technologies 
AlexaFluor594 Ziege-anti-Kaninchen IgG Life technologies 
Anti-mouse IgG-HRP Cell Signaling 
Anti-rabbit IgG-HRP Cell Signaling 
β-Aktin Sigma-Aldrich 





phospho-CHK1 Cell Signaling 
phospho-IRF3 Abcam 
phospho-p53 Santa Cruz 
phospho-yH2AX (S139) Novus Biologicals 
RAD51 Merck 
RPA Cell Signaling 
ssDNA Antikörper-online 
Sting Cell Signaling 
TREX1 Cell Signaling 
 
3.1.4 Kits 
Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Kits 
Bezeichnung Hersteller 
BCATM Protein Assay Kit Thermo Scientific 
Lumi-Light PLUS Western Blotting Substrate Roche 
Senescence β–Galactosidase Staining Kit Cell Signaling 
SuperSkript III First Strand Synthesis System Promega 
TaqMan® Universal PCR Master Mix Life technologies 
Total RNA Isolation Kit Quiagen 
TNT® T7 Quick for PCR DNA Kit Promega 
Tyramide Signal Amplification Kit Molecular Probes 
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3.1.5 Oligonukleotide 
Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide 













TREX1_ssDNA 5´ ATTO647ATACGACGGTGACAGTGT TGTCAGACAGGT3´ 
TREX1_ssDNA_oh 5´ ATTO488CCTGTCTGACAACACTGTCACCGTCGTATG3´ 
 
Für die Bestimmung der IFI6 Genexpression wurde ein kommerziell verfügbarer TaqMan 




3.2.1.1 Zelllinien und Kultivierung  
Für zellbiologische Experimente wurden im Rahmen dieser Dissertation folgende Zelllinien 
verwendet: primäre humane Fibroblasten aus Hautbiopsien, die aus einem humanen Zervix-
karzinom stammenden HeLa-Zellen sowie die Nierenkarzinomlinie HEK293T.    
Die Zellen wurden in DMEM-Komplettmedium (DMEM high glucose 4,5 g/l, versetzt mit 10 % 
FCS, 2 mM L-Glutamin sowie 1 % einer Antibiotika/Antimykotika-Mischung) in 75 cm2-
Zellkulturflaschen bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchte kultiviert und alle 3-4 Tage bei 
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sterilen Bedingungen unter einer Laminar-Flow Bank gesplittet. Außerdem erfolgte ein re-
gelmäßiger Test aller Zelllinien auf eine Kontamination mit Mykoplasmen.   
Für die Subkultivierung wurde zunächst das Kulturmedium abgenommen und die Zellen mit 
sterilem PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Ablösung der Zellen von der Zellkultur-
flasche durch Zugabe von Trypsin/EDTA-Lösung (1x) bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von DMEM-Komplettmedium gestoppt und die Zellen entweder entsprechend einer 
Zelllinien-spezifischen Splitrate (Fibroblasten: 1:2; HeLa-Zellen: 1:20; HEK293T: 1:10), um-
gesetzt oder in einer definierten Zellzahl für Experimente ausgesät. 
 
3.2.1.2 Zellzahlbestimmung  
Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines automatischen Zellzählgerätes (CASY® Cell Counter & 
Analyser Model TT 150, Schärfe) bestimmt. Hierbei wird die Permeabilität der Zellmembran 
mit Hilfe von Strom gemessen und die Zellvitalität bestimmt. Die trypsinierten Zellen (3.2.1.1) 
wurden in ein steriles Röhrchen überführt und 1:200 in 10 ml isotonischer Salzlösung 
(CASYton) in einem Messröhrchen (CASYcup) verdünnt. Die Messung erfolgte am CASY® 
Cell Counter mit einer Kapillare von 150 µm mit jeweils drei Messungen und einem Volumen 
von 400 µl.  
 
3.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen  
Um auf Zellen ähnlicher Passage zurückgreifen zu können, wurden die Zellen in einer mög-
lichst niedrigen Passage in flüssigem Stickstoff bei –196 °C konserviert. Damit die Zellen 
durch das Einfrieren nicht geschädigt werden, erfolgte die Zugabe von 10 % DMSO sowie 
weiteren 10 % FCS in das DMEM Komplettmedium. 
Die abtrypsinierten Zellen (3.2.1.1) wurden in einem sterilen Falcon-Röhrchen für 5 min bei 
max. 800 rpm und 4 °C pelletiert. Nach Resuspension der Zellpellets in vorgekühltem Ein-
friermedium, erfolgte die Überführung der Zellsuspension in Kryoröhrchen. Diese wurden mit 
Hilfe einer Einfrierbox bei -80 °C kontrolliert um 1 °C/min abgekühlt und danach in flüssigem 
Stickstoff zur Langzeitlagerung aufbewahrt. 
Um Zellen wieder zu kultivieren, wurden diese aus dem Stickstoff genommen und auf Eis 
aufgetaut. Anschließend wurden diese in eine Zellkulturflasche mit vorgewärmtem Kom-
plettmedium überführt und bei 37 °C und 5 % CO2 für 8 h inkubiert. Nach der Anheftungs-
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phase erfolgte ein Mediumwechsel mit Komplettmedium, um das zytotoxische DMSO sowie 
tote Zellen zu entfernen. 
 
3.2.2 Transfektion von HeLa-Zellen 
Für die transiente Transfektion von HeLa-Zellen mit PEI wurden diese einen Tag vor der 
Transfektion in der benötigten Zellzahl (Tabelle 6) in die entsprechenden Zellkulturgefäße mit 
DMEM-Komplettmedium ausgesät. Am folgenden Tag erfolgte die Mischung von Opti-MEM I 
(ohne Zusätze) mit jeweils der Plasmid-DNA und dem Transfektionsreagenz in einem 1,5 ml-
Reaktionsgefäß sowie anschließender 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT). In 
Vorversuchen zur Transfektionseffizienz und Zelltoxizität ergab sich ein optimales Verhältnis 
von PEI:DNA von 3:1 und eine DNA-Menge von 100 ng/cm². Die Plasmid-DNA und das 
Transfektionsreagenz wurden gemischt und weitere 20 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit 
wurde das Medium von den zu transfizierenden Zellen abgesaugt, der Zellrasen mit DMEM-
Medium (ohne Zusätze) gewaschen und mit dem entsprechenden Volumen Opti-MEM ver-
setzt. Anschließend wurde der Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen pipettiert und 
durch leichtes Schwenken der Zellkulturgefäße gemischt. Nach sechsstündiger Inkubation 
konnte FCS in einer Endkonzentration von 10 % zugefügt werden. Nach weiteren 16 h Inku-
bation bei 37 °C und 5 % CO2 war die Transfektion abgeschlossen und das Medium wurde 
gegen DMEM-Komplettmedium getauscht.  
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Tabelle 6: Pipettierschema der Transfektionsansätze für verschiedene Zellkulturgefäße 














HeLa 24-Well  
(2 cm²) 
4 x 104 30 0,6 29 0,2 0,5 
6-Well  
(10 cm²) 
15 x 104 147 3 149 1 2 
T-75 Flasche 
(75 cm²) 
5 x 105 846 54 882 18 10 
Fibroblasten 24-Well  
(2 cm²) 
1 x 104 30 0,6 29 0,2 0,5 
6-Well  
(10 cm²) 
3 x 104 147 3 149 1 2 
 
3.2.3 in vitro Transkription und Translation 
Für die in vitro Transkription und Translation wurde das TNT® T7 Quick for PCR DNA Kit 
nach Herstellerangaben (Promega) benutzt. Zu einem 20 µl Aliquot TNT Master Mix beste-
hend aus Kaninchenretikulozytenlysat, Reaktionspuffer, T7 RNA-Polymerase, Aminosäuren 
und RNAse Inhibitor, wurden 800 ng des PCR-generierten DNA-Templates und 1 µl Methio-
nin gegeben. Die Erstellung des DNA-Templates erfolgte im Rahmen meiner Masterarbeit 
(Titel: Characterization of the membrane insertion of TREX1 and the effects of TREX1 muta-
tions on subcellular localization; Jahr: 2011) in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Lee-Kirsch. 
Der Reaktionsansatz wurde gemischt, für 2 h bei 30 °C inkubiert und das synthetisierte Pro-
tein anschließend mittels Western Blot nachgewiesen. Zusätzlich erfolgte die Inkubation ei-
nes Aliquots für 1 h mit 2 µl mikrosomalen Membranen aus dem Hundepankreas. Als Nega-
tiv-Kontrolle wurde dem Reaktionsansatz statt DNA HPLC-Wasser zugegeben. Die Reaktion 
wurde für 90 min bei 30 °C inkubiert und anschließend ebenfalls mit Western Blot untersucht.  
 
3.2.3.1 Deglykosylierung 
Um die spezifische Glykosylierung von Proteinen nachzuweisen, wurde ein Aliquot der mit 
mikrosomalen Membranen behandelten Probe mit Endoglykosidase H nach den Empfehlun-
gen des Herstellers (NEB) behandelt. Hierfür wurde 1 µl des Reaktionsansatzes mit 2 µl En-
doglykosidase H und 2 µl Endo-H Puffer (10x) versetzt, auf 20 µl Reaktionsvolumen mit 
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HPLC-Wasser aufgefüllt und für 60 min bei 37 °C inkubiert. In der Kontrollreaktion wurde das 
Enzym mit HPLC-Wasser ersetzt. 
 
3.2.4 RNA-Interferenz 
Um nachzuweisen, dass phänotypische Auswirkungen genspezifisch sind, wurden in HeLa-
Zellen verschiedene Gene durch RNA-Interferenz herunter reguliert. Es erfolgte der Einsatz 
folgender small interfering RNAs (siRNAs): TREX1 siRNA 1 (s229448), TREX1 siRNA 2 
(s229446), RPA siRNA 1 (s12127), RAD51 siRNA 1 (s11734) und Kontroll-siRNA (Negative 
Control #1 siRNA). Bezugsquelle aller siRNAs war der Hersteller Ambion.  
Zunächst wurden jeweils die siRNAs und das Transfektionsreagenz Oligofectamine mit Opti-
MEM verdünnt. Nach 5-minütiger Inkubationszeit wurden beide Reaktionsansätze gemischt 
und für weitere 20 min bei RT stehen gelassen. In dieser Zeit wurden die 24 h zuvor in 6-
Well Platten ausgesäten HeLa-Zellen mit PBS gewaschen und 800 µl Opti-MEM pro Well 
vorgelegt. Anschließend wurde der siRNA-Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen 
gegeben und die Platten für 8 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Danach 
erfolgte die Zugabe von FCS in einer Endkonzentration von 10 %. Am nächsten Tag wurde 
ein Mediumwechsel mit Komplettmedium durchgeführt und die Platten für weitere 48 h im 
Brutschrank inkubiert.  
Tabelle 7: Pipettierschema für siRNA-Transfektion 
Konzentration siRNA/Well siRNA/Well [µl] Opti-MEM [µl] Oligofectamin [µl] Opti-MEM [µl] 
40 nM 2 183 4 11 
 
3.2.5 Zelllyse 
Für die Herstellung von Zelllysaten wurde das Medium aus den Zellkulturschalen entfernt. 
Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber in Lysepuffer 
abgeschabt und in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach einer 15-minütigen Inkubation auf Eis 
wurde die Suspension mindestens viermal durch eine Insulinspritze gezogen, um noch vor-
handene intakte Zellen mechanisch aufzuschließen. Nach erneuter 15-minütiger Inkubation 
der Lysate auf Eis, erfolgte eine Zentrifugation bei 1300 rpm für 30 min bei 4 °C, um die lösli-
chen Proteine von Nukleinsäuren und Zelltrümmern zu trennen. Das Proteinextrakt wurde in 
ein neues Eppendorfgefäß überführt und direkt in nachfolgenden Experimenten weiter ver-
wendet oder bei -80 °C gelagert.   
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3.2.6 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte unter Verwendung des BCA Protein Assay Kit 
von Pierce. Für die Durchführung wurde der Proteinextrakt 1:10 mit Lysepuffer verdünnt. 20 
µl dieser Verdünnung wurden mit 200 µl eines Gemisches aus der im Kit enthaltenen Lösung 
A (Bicinchonin-Lösung) und Lösung B (4 % Kupfersulfat) (50:1) versetzt und als Doppelbe-
stimmung in eine 96-Well-Platte pipettiert. Die Vierfachbestimmung einer BSA-
Verdünnungsreihe diente als Proteinstandard. Die Platte wurde für 30 min bei 37 °C inkubiert 
und die Extinktion bei 562 nm in einem Tecan-Mikrotiterplatten-Photometer (Infinite® 200 
PRO) gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Magellan 6 Software.  
 
3.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine unter denatu-
rierenden Bedingungen entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Laemmli, 1970). 
Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das Gel jeweils im Verhältnis 1:5 mit 
6x Probenpuffer gemischt und für 10 min bei 95 °C denaturiert.  
Die vorbereiteten Proben sowie ein Protein-Größenstandard wurden auf 4-12 %-ige Fertig-
Gele (Novex® NuPAGE® Bis-Tris Pre-Cast-Gele) in einer XCell SureLock® Mini-Gel-
Elektrophorese-Kammer geladen. Die Verwendung des NuPAGE® MOPS-SDS-Laufpuffers 
(20x) erfolgte gemäß Herstellerangaben. Die Gelelektrophorese wurde anschließend für ca. 
90 min bei 180 V und maximaler mA-Leistung durchgeführt.  
 
3.2.8 Immunoblotting 
Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die im Gel aufgetrennten Proteine in einem 
XCell II™ Blot Modul (Invitrogen Life Technologies) auf eine Nitrozellulosemembran transfe-
riert. Der Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf die Membran erfolgte in Blotpuffer 
(50 ml 20x NuPAGE Transfer Buffer, 100 ml Methanol, 850 ml dest. Wasser) für 90 min bei 
35 V. Der Blotaufbau entsprach den Angaben des Herstellers. Um den vollständigen Trans-
fer der Proteine zu überprüfen, wurde die Nitrozellulosemembran mit Ponceau S-Lösung 
angefärbt und mit 1x PBS wieder entfärbt. Bei der Verwendung eines nicht gefärbten Pro-
teinstandards wurden die entsprechenden Banden vor der Entfärbung mit PBS in diesem 
Schritt markiert. Die Membran wurde anschließend mit einem antikörperspezifischen Blo-
ckingreagenz für 60 min bei RT blockiert bevor sie über Nacht (ü.N.) bei 4 °C mit dem jewei-
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ligen Primärantikörper inkubiert wurde. Am darauffolgenden Tag erfolgten ein dreimaliges 
Waschen der Membran sowie die Inkubation mit dem Meerrettichperoxidase (HRP)-
gekoppelten Sekundärantikörper in 0,1 % PBST für 60 min bei RT. Nach dreimaligem Wa-
schen mit 0,1 % PBST wurde 1 ml enhanced Chemilumineszenz (ECL)-Lösung gemischt 
und für 5 min auf die abgetropfte Membran aufgebracht. Die am Sekundärantikörper gekop-
pelte Meerrettichperoxidase setzt das Luminol in der ECL-Lösung in einer elektrochemischen 
Reaktion um, was zur Emission von Lichtsignalen führt. Für die Visualisierung der Chemilu-
mineszenz wurde die in Klarsichtfolie eingeschlagene Membran dann auf einem Röntgenfilm 
in einer Filmkassette exponiert. Der belichtete Film wurde in Entwicklerlösung (X-ray Film 
Developer, Kodak) entwickelt und in Fixierlösung (X-ray Film Fixer, Kodak) geschwenkt.  
 
3.2.9 RNA-Isolierung  
Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe des Total RNA Isolation Kit (QI-
Agen) gemäß den Angaben des Herstellers. Die gewonnene RNA wurde anschließend für 
die cDNA-Synthese eingesetzt. 
 
3.2.9.1 Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration 
Die Konzentration der Nukleinsäuren wurde über die optische Dichte (OD) bei 260 nm 
(OD260) mittels eines UV-Spektrometers (Nanodrop, PEQLAB) bestimmt. Zusätzlich wurde 
zur Ermittlung der Reinheit der isolierten Nukleinsäuren die OD bei 280 nm (OD280) gemes-
sen und das Verhältnis der beiden OD-Werte gebildet (OD260/OD280). Liegt der errechnete 
Wert um 1,8, kann von einer guten Reinheit der DNA ausgegangen werden. Bei RNA-
Lösungen liegt dieser Wert bei 2,0. Weicht das Verhältnis stark von diesen Werten ab, deutet 
dies auf Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenolen bzw. auf eine Denaturierung der 
Nukleinsäuren hin.  
 
3.2.9.2 cDNA-Synthese 
Die Synthese von cDNA aus einem RNA-Template erfolgte unter Verwendung des Super-
Skript III First Strand Synthesis System von Promega. Dazu wurde zunächst folgender RNA-
Primer-Mix hergestellt: 
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Tabelle 8: Pipettierschema für RNA-Primer-Mix 
Komponente Menge bzw. Volumen 
RNA max. 5 µg 
Random Primer (50 μM) 1 µl 
dNTP-Mix (10 µM) 1 µl 
DEPC-Wasser x µl 
Endvolumen 10 µl 
 
Nach 5-minütiger Inkubation bei 70 °C wurde der Ansatz für 5 Minuten auf Eis abgekühlt 
bevor 10 µl des RNA-Primer-Mixes mit 20 µl des folgenden cDNA-Synthese-Mix gemischt 
wurden: 
Tabelle 9: Pipettierschema für cDNA-Synthese-Mix 
Komponente Volumen 
10x Reverse Transcription Buffer 6 µl 
MgCl2 (25 mM) 3,6 µl 
dNTP Mix (10mM) 1 µl 
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 0,5 µl 
GoScriptTM Rev.Transkriptase 1 µl 
DEPC-Wasser 7,9 µl 
Endvolumen 20 µl 
 
Der Reaktionsansatz wurde zunächst für 5 min bei 25 °C und anschließend 60 min bei 42 °C 
inkubiert. Die Inaktivierung der Transkriptase erfolgte bei 70 °C für 15 min. Die cDNA wurde 
bei -20 °C gelagert. 
 
3.2.10 Real-time quantitative PCR 
Die quantitative real-time PCR wird angewendet, um die Expression von Genen zu quantifi-
zieren (Heid et al., 1996). Die Methode basiert auf der Amplifikation eines Zielgenes mit gen-
spezifischen Primern, wobei an das entstehende Amplikon eine Sonde bindet, die am 5´-
Ende mit dem fluoreszierenden Reporter FAM und am 3´-Ende mit dem Quencher TAMRA 
markiert ist. Die zur Amplifikation verwendete Taq-Polymerase besitzt zusätzlich zu ihrer 
Polymerase-Aktivität eine Exonuklease-Aktivität. Während der Elongation wird die hybridi-
sierte Sonde am 5´-Ende abgebaut, durch die räumliche Trennung von Reporter und Quen-
cher entsteht ein Fluoreszenzsignal. Die Zunahme des Fluoreszenzsignals ist proportional 
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zur Menge des entstehenden PCR-Produktes. Die Expression der Zielgene wurde auf die 
Expression des Referenz-Gens Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) nor-
malisiert (Huggett et al., 2005). Dazu wurde die cDNA (3.2.9.2) mit einem TaqMan® Univer-
sal PCR Master Mix, zwei genspezifischen Primern für die Amplifikation und einer Amplicon-
spezifischen Sonde (Tabelle 5) nach Herstellerangaben versetzt und in einem ABI7300 Real-
time PCR-System (Applied Biosystems) amplifiziert. Alle Primer wurden von Eurofins MWG 
Operon bezogen. Anschließend wurde die relative Genexpression mit Hilfe der ΔCt-Methode 
berechnet. Hierbei wurden zunächst die Ct-Werte des Referenz-Gens und Zielgens vonei-
nander subtrahiert und der delta-Ct-Wert (ΔCt) ermittelt. Die Berechnung des ΔΔCt-Wertes 
erfolgte durch Subtraktion des ΔCt-Wertes der Kontrollen von dem für den Patienten ermittel-
ten ΔCt-Wert. Abschließend wurde mit der Formel 2−ΔΔCt die n-fache Expression des Zielgens 
des Patienten im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle, normalisiert auf das Referenzgen, ermittelt.  
 
3.2.11 RNA-Sequenzierung 
Die Erstellung von Transkriptionsprofilen erfolgte mit der Methode des Next-Generation-
Sequencing. Die Anreicherung der mRNA erfolgte mittels magnetischer Poly-dT Beads (Illu-
mina). Strang-spezifische RNA-Sequenzbibliotheken wurden mit dem TruSeq Stranded 
mRNA Sample Prep Kit (Illumina) erstellt, die Bibliotheken mit Hilfe der Kapillarelektrophore-
se (Fragment Analyzer) auf Integrität überprüft und mit dem PCR-basierten KAPA Library 
Quantification Kit quantifiziert. Äquimolare Mengen der Sequenzbibliotheken wurden ge-
mischt und mit dem HiSeq 2000 System (Illumina) sequenziert. Für die Datenanalyse wurde, 
basierend auf bekannten Exon-Exon Grenzen gemäß Ensembl Genes Annotation, eine 
Spleißstellenbibliothek mit einer Länge von 120 Nukleotiden pro Spleißstelle erstellt (Flicek 
et al., 2011). Die Zuordnung der Reads zum Referenzgenom (ENSEMBL hg19) erfolgte mit 
der Software pBWA (Li and Durbin, 2010). Eine Counts-per-gene Tabelle wurde mit Hilfe von 
BEDtools erstellt (Quinlan and Hall, 2010). Reads per Kilobase per Million Reads (RPKM) -
Werte wurden berechnet und für die Quantifizierung der Expression verwendet. Die Erstel-




Mit GFP-TREX1 transfizierte HeLa-Zellen wurden mit 4 % PFA in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 
7,4) in Zellkulturflaschen fixiert und nach der Tokuyasu-Kryomethode aufbereitet (Slot and 
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Geuze, 2007). Dazu wurden die Zellen abpelletiert, mehrfach mit PBS gewaschen, schritt-
weise mit Gelatine infiltriert und auf Eis gekühlt. Anschließend wurden daraus kleine Blöcke 
(0,5 x 0,5 mm) geschnitten, mit 2,3 M Sukrose/Wasser für 24 h bei 4 °C inkubiert, in Kryopins 
(Leica) eingebettet und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Anfertigung von 100 nm 
Schnitten erfolgte mit einem Leica UC6 Ultramikrotome. Um GFP-positive Zellen zu identifi-
zieren, wurden diese für korrelative Lichtmikroskopie gefärbt (Vicidomini et al., 2008; Fabig 
et al., 2012). Die Schnitte wurden in PBS für 20 min bei 37 °C inkubiert und mit 0.1 % Gly-
zin/PBS (5 x 1 min) gewaschen, bevor sie in 1 % BSA/PBS (2 x 5 min) geblockt und für 1 h 
mit dem Anti-GFP Antikörper inkubiert wurden. Nach erneutem Waschen mit PBS (4 x 2 min) 
erfolgte die Kopplung des gebundenen Antikörpers mit Protein A, welches mit 10 nm Gold 
konjugiert ist, für 1 h, nochmaliges Waschen mit PBS (3 x 5 s, 4 x 2 min) und Fixierung in 1 
% Glutaraldehyd. Anschließend wurden die Schnitte mit einem AlexaFluor555 anti-Maus 
Antikörper inkubiert, mit Wasser gewaschen (4 x 2 min), mit 1 mg/ml 4′,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) für 10 min gefärbt und erneut mit Wasser gewaschen (10 x 1 min). Da-
nach wurden die Schnitte in 50 % Glyzerin/Wasser zwischen zwei Deckgläsern eingedeckt 
und mit einem Fluoreszenz-Phasen-Kontrastmikroskop analysiert (Keyence Biozero 8000). 
Nach erneutem Waschen der Schnitte mit Wasser, erfolgte eine 5-minütige Inkubation mit 
neutralem Uranyloxalat, eine Inkubation mit Methylzelluloseuranylazetat für 5 min auf Eis mit 
anschließender Lufttrocknung. Die Schnitte wurden mit einem Transmissionselektronenmik-
roskop (Philips Morgagni 268, FEI) bei 80 kV analysiert.    
 
3.2.13  β-Galaktosidase-Assay 
Als ein typischer Seneszenzmarker wurde in Fibroblasten die Aktivität der Seneszenz-
assoziierten β-Galaktosidase (SA-β-GAL) bestimmt (Dimri et al., 1995). Dazu wurden die 
Zellen in einer 24-Well-Platte ausgesät und für 24 h im Brutschrank kultiviert. Die Fibroblas-
ten sollten sich vor der Färbung in einem subkonfluenten Stadium befinden, da bereits durch 
Zell-Zell-Kontakte die SA-β-GAL eine erhöhte Aktivität aufweist. Die Färbung erfolgte mit 
dem Senescence β-Galactosidase Staining Kit nach Herstellerangaben. Dafür wurden die 
Zellen zunächst mit 500 µl Fixierlösung für 15 min bei RT fixiert und anschließend mit PBS 
gewaschen. 500 µl der frisch hergestellten Färbelösung mit einem pH-Wert von 6,0 wurden 
zu den Zellen gegeben und bei 37 °C ü.N. inkubiert. Die SA-β-GAL katalysiert die Spaltung 
des in der Färbelösung enthaltenen X-Gals, was zur Bildung eines blauen Farbstoffs führt. 
Am folgenden Tag wurden mindestens 100 Zellen pro Well unter dem Lichtmikroskop aus-
gezählt und der Anteil der blau gefärbten Zellen bestimmt.     




Für die Zellzyklusanalyse wurde der DNA-Gehalt der Fibroblasten anhand einer DAPI-
Färbung bestimmt. Dazu erfolgte die Aussaat der Zellen auf Deckgläschen in einer 24-Well-
Zellkulturplatte und nach 24 h Inkubation die Fixierung mit 4 % PFA für 10 min. Anschließend 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 15 min bei RT mit 0,25 % Triton X-100 in PBS 
permeabilisiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Proben mit DAPI-haltigem 
Vectashield Mounting Medium versetzt und umgekehrt auf Objektträger fixiert. Aus der DAPI-
Intensität, die mit dem DNA-Gehalt der Zelle korreliert, wurde dann mittels High Content 
Imaging (Operetta, Perkin Elmer) ein Zellzyklusprofil erstellt. 
 
3.2.15 Comet-Assay 
Für die Bestimmung von DNA-Schäden wurde der Comet-Assay, auch Einzelzellgelelektro-
phorese genannt, entsprechend einer modifizierten Version des Protokolls von Olive et al. 
verwendet (Olive and Banath, 2006). Dazu wurden Objektträger zunächst mit 0,5 % Agarose 
(type II, Sigma) in PBS und anschließend mit 1 % Agarose (type II, Sigma) beschichtet. An-
schließend erfolgte die Resuspension von 1,5 x 105 synchronisierten Zellen (3.2.15.1) in 150 
µl geschmolzener 1 % low-melting point Agarose (type VII, Sigma) und die Auftragung auf 
die vorgewärmten, beschichteten Objektträger. Nach dem Ausgelieren wurden die Objektträ-
ger bei 4 °C für 16-18 h in alkalischem Probenpuffer inkubiert und mehrfach mit PBS gewa-
schen. Nach Äquilibrierung der Objektträger für 20 min in Elektrophoresepuffer erfolgte die 
Elektrophorese bei 1 V/cm und 500 mA für 25 min bei 4 °C. Die Objektträger wurden in 0,5 M 
Tris-HCl für 30 min neutralisiert und anschließend die Nukleinsäuren mit 200 μl Antifade (mit 
SYBR Gold) angefärbt. Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit einer 10-fachen Vergrö-
ßerung bei gleicher Expositionszeit. Es wurden mindestens 50 Zellen pro Objektträger mit 
der CASP-Software (CASPLab) ausgewertet. Als ein quantitativer Parameter für das Aus-
maß der DNA-Schädigung wurde der Olive Tail Moment (OTM) verwendet, der sich aus dem 
Produkt der Schweiflänge und der anteiligen Fraktion der DNA im Schweif ergibt: 
OTM = (Schwanzlänge – Kopflänge) x Schwanz-DNA in %/100. 
3.2.15.1 Zellzyklus-Synchronisation durch Serumentzug  
Die Synchronisation von Zellen in der G0-Phase erfolgte mittels Serumentzug. Durch Zugabe 
von FCS-haltigem Medium wird der synchrone Wiedereintritt in die G1-Phase des Zellzyklus 
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induziert (Merrill, 1998; Davis et al., 2001). Zu diesem Zweck wurden die konfluenten Zellen 
abtrypsiniert (3.2.1.1), gezählt und in einer definierten Zellzahl ausgesät. Nach 24 h wurden 
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um Serumrückstände zu entfernen und anschlie-
ßend in FCS-freiem DMEM-Medium kultiviert bevor sie entweder für Folgeversuche geerntet 
oder mit frischem DMEM-Komplettmedium mit 10 % FCS versetzt wurden.  
 
3.2.16 Halo-Assay 
Die Vorbereitung der Objektträger erfolgte analog zum Comet-Assay. Es wurden jedoch le-
diglich 1.5 x 104 synchronisierte Fibroblasten (3.2.15.1) in 150 µl geschmolzener 3 % low-
melting point Agarose (type VII, Sigma) resuspendiert und auf die vorgewärmten, beschich-
teten Objektträger aufgebracht. Für Kontrollversuche wurden HeLa-Zellen zunächst entwe-
der mit einem 45 bp langen Oligonukleotid oder Plasmid-DNA (pmCherry-C1-Vektor) trans-
fiziert und anschließend synchronisiert (3.2.2) Nach dem Ausgelieren erfolgte die Inkubation 
der Objektträger bei 4 °C für 18 h in alkalischem Probenpuffer sowie mehrmaliges Waschen 
mit PBS. Die Objektträger wurden in 0,5 M Tris-HCl für 30 min neutralisiert und anschließend 
mit 200 μl Antifade gefärbt. Die mikroskopische Analyse erfolgte mit einer 10-fachen Vergrö-
ßerung. Es wurden mindestens 50 Zellen pro Objektträger mit der ImageJ-Software ausge-
wertet. Dazu wurden einzelne Zellkerne markiert und die Hintergrundintensität abgezogen. 
Anschließend erfolgte die Erstellung eines vertikalen und horizontalen Intensitätsprofils pro 
Kern sowie die Ermittlung des Abstandes von 10 % des Intensitätsmaximums. Daraus konn-
te ein Mittelwert für jede Zellpopulation errechnet werden.  
 
3.2.17 UV-Bestrahlung und oxidativer Stress  
Für die Bestimmung der IFNB-Expression wurden die Fibroblasten in 6-Well-Platten ausge-
sät und anschließend mit einer Dosis von 30 J/m2 UVC (254 nm) bestrahlt. Vor der Bestrah-
lung wurden die Zellen entweder unbehandelt gelassen oder mit 100 μg/ml Poly(I:C) (Invivo-
gen) für 3 h inkubiert. Die Wells wurden anschließend mit PBS gewaschen und mit frischem 
Komplettmedium überschichtet. Die Zellernte für die RNA-Isolation erfolgte 4 h nach Be-
strahlung (3.2.9).  
Die Erzeugung von oxidativem Stress in den Zellen erfolgte durch Zugabe von 400 µM Was-
serstoffperoxid für die angegeben Zeitpunkte. Die Induktion von DNA-Schäden wurde durch 
Zugabe von 6 mM Hydroxyurea für die angegebenen Zeitpunkte erzielt. Hydroxyurea ist eine 
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spezifische Ribonukleotidreduktase, das Schlüsselenzym der dNTP-Synthese, und führt über 
eine Verringerung des dNTP-Pools zu einem Arrest der Replikationsgabel.  
 
3.2.18 Immunfluoreszenzfärbung  
Die Fibroblasten wurden auf Deckgläschen in einer 24-Well-Zellkulturplatte ausgesät und für 
24 h im Brutschrank inkubiert. Nach Fixierung für 10 min mit 4 % PFA wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen und für 15 min bei RT mit 0,25 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Die 
Zellen wurden mehrmals mit PBS gewaschen und dann in einer 1 %igen BSA-Lösung für 1 h 
bei RT geblockt. In einer feuchten Kammer erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem Pri-
märantikörper bei 37 °C für 1 h. Nach dreimaligem Waschen der Deckgläschen mit PBS er-
folgte die Färbung mit dem entsprechenden fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper im 
Dunkeln für 1 h bei RT. Nach erneutem mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Proben 
mit DAPI-haltigem Vectashield Mounting-Medium auf Objektträger eingedeckelt und an-
schließend mit einem konfokalen Mikroskop analysiert.  
Für die ssDNA-Färbung wurden die Zellen nach der Permeabilisierung zunächst für 30 min 
mit 0,1 mg/ml RNase A (Biozyme) bei 37 °C inkubiert und anschließend mit 20 U/ml S1 Nuk-
lease für 30 min bei 37 °C behandelt. Nachdem Blocking der Zellen mit 1 % BSA für 1 h bei 
RT erfolgte die Verstärkung des Signals des Sekundär-Antikörpers mit dem Tyramide Signal 
Amplification Kit und die Auswertung der Fluoreszenzintensität von mindestens 65 Zellen pro 
Slide mit der ImageJ-Software. 
 
3.2.19 Fluoreszenzmikroskopie 
Die Fluoreszenzmikroskopie wurde angewendet, um einerseits die subzellulläre Lokalisation 
von Fluoreszenz-markierten Fusionsproteinen bzw. nach der Immunfluoreszenzfärbung 
(3.2.18) zu bestimmen und andererseits Transfektionseffizienzen zu ermitteln. Die mikrosko-
pische Untersuchung der Proben erfolgte mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-
Mikroskopie mit einem Zeiss LSM780. Entsprechend dem jeweiligen Fluorophor wurden La-
ser unterschiedlicher Wellenlänge verwendet (Tabelle 10). Die Auswertung der Bilder für die 
Kolokalisationsstudien erfolgte mit Hilfe des Kolokalisationmoduls der ZEN2012-Software 
(Zeiss). 
Tabelle 10: Zusammenfassung der verwendeten Laser für die konfokale Mikroskopie 
Fluorophor Laser Detektierter Emissionsbereich 
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[nm] 
GFP, AlexaFluor488 bzw. 
Atto488 
Argon Multiline Laser (488 
nm) 
498-584 
mCherry bzw. AlexaFluor594 HeNe Laser (594 nm) 605-700 
Atto647N HeNe Laser (633 nm) 660-700 
DAPI Laser Diode (405 nm) 415-478 
 
3.2.20 Mikroinjektion von Oligonukleotiden 
Zwei Tage vor der Mikroinjektion wurden 7 x 104 Fibroblasten bzw. 12 x 104 HEK293T-Zellen 
in 35 mm Glasbodenzellkulturschalen ausgesät. Direkt vor der Injektion erfolgte der Aus-
tausch des Zellkulturmediums gegen Luftpuffer (Ohrt et al., 2011). Die Mikropipette wurde 
mit 2,5 µl Injektionskapillarpuffer geladen (TREX1_ssDNA: 5 µM 30mer-oligo-ATTO647 bzw. 
30mer-oligo-ATTO488, 4 µM 150 kDa Dextran-FITC, hybridisierte dsDNA: 5 µM, 5 µM 70 
kDa Dextran-Rhodamine B). Die markierten Oligonukleotide wurden von iba lifesciences be-
zogen (Tabelle 5). Der Mikroinjektor bestand aus einem Femtojet und einem InjectMan NI2 
(Eppendorf), der direkt auf dem Mikroskop innerhalb der auf 37 °C temperierten Inkubations-
kammer montiert war. Der Arbeitsdruck für die Injektion lag zwischen 20 – 40 hPa für 0,1 s 
mit einem konstanten Haltedruck von 15 hPa. Die hybridisierte DNA wurde in das Zytoplas-
ma der Fibroblasten, die ssDNA wurde entweder in das Zytoplasma oder in den Zellkern von 
HEK293T-Zellen injiziert. Die mikroskopische Analyse der Proben sowie die Fluoreszenz-
Kreuzkorrelationsmessung erfolgten direkt nach der Injektion. Die verwendeten Laser sind in 
Tabelle 10 aufgeführt.  
 
3.2.20.1 Hybridisierung der DNA-Oligonukleotide 
Für die Herstellung doppelsträngiger DNA-Oligonukleotide wurde das TREX1_ssDNA-
Oligonukleotid mit TREX1_ssDNA_oh inkubiert:  
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Tabelle 11: Pipettierschema für die Hybridisierung von Oligonukleotiden 
Komponente Volumen 
Oligo 1 (100µM) 4 µl 
Oligo 2 (100µM) 4 µl 
NEB Puffer (10x) 1 µl 
DEPC-Wasser 1 µl 
Endvolumen 10 µl 
 
Der Reaktionsansatz wurde zunächst für 2 min bei 80 °C und dann für 1 min bei 65 °C inku-
biert. Die kontrollierte Abkühlung des Ansatzes mit einem Temperaturgradienten (1 °C/min) 
auf 16 °C beendete die Hybridisierung der DNA-Oligonukleotide.  
 
3.2.20.2 Fluoreszenz-Kreuzkorrelation-Spektroskopie 
Mit der Fluoreszenz-Kreuzkorrelation (FCCS) kann man dynamische Interaktionen von zwei 
mit unterschiedlichen Fluorophoren markierten Molekülen analysieren (Schwille et al., 1997). 
Die Diffusion fluoreszenter Moleküle durch ein definiertes Volumen löst Fluktuationen der 
Fluoreszenzintensitäten dieser markierten Moleküle aus. Die eingesetzten Fluorophore ha-
ben unterschiedliche Emissionen, sodass die Signalfluktuationen in verschiedenen Kanälen 
gemessen werden. Somit können nur zweifarbig markierte oder miteinander interagierende 
Moleküle eine gleichzeitige Fluktuation des Fluoreszenzsignals in beiden Detektionskanälen 
auslösen. Zur Einstellung des Mikroskops wurde vor Beginn des Experimentes eine Mi-
schung aus AlexaFluor488 und AlexaFluor633 hergestellt und die Kreuzkorrelation nach In-
jektion in die Zelle gemessen (100 nm in Injektionskapillarpuffer). Die maximal erreichbare 
Kreuzkorrelation im vorliegenden Setup wurde mit einem beidseitig markierten DNA-
Oligonukleotid (Alexa488 am 3´-Ende, Atto647N am 5´-Ende) ermittelt und erreichte einen 
Wert von 75 % (±5 %). Die Differenz zu 100 % ist durch Abweichungen in der Überlappung 
der Detektionsvolumina oder durch eine unvollständige Markierung der DNA bedingt. In Fib-
roblasten wurde die FCCS im Zytoplasma gemessen (ca. 15 min nach Beginn der Injektion). 
Die Messungen erfolgten im Luftpuffer bei 37 °C an einem Zeiss LSM 780 Mikroskop. 
 
3.2.21 Statistische Analysen 
Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit dem Student‘s t-Test für Normalverteilungen 
bzw. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt 
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mit einer Bezeichnung von: *: p<0,05; **: p<0,01 sowie ***: p<0,001. Angegeben wurden 





4.1 KLINISCHE CHARAKTERISTIKA DER UNTERSUCHTEN PATIEN-
TEN MIT TREX1-MUTATION 
Patient 1 (LE1) ist eine 51-jährige, SLE-Patientin deutscher Herkunft mit einer heterozygoten 
TREX1-Mutation (c.634delC; P212fs; Abbildung 5). Die Mutation führt auf Grund eines 
Frameshifts zu einem vorzeitigen Stopkodon und somit zu einer C-terminalen Trunkaktion 
des TREX1-Proteins. Die Folge ist eine Fehllokalisation von TREX1 in zytoplasmatischen 
Vesikeln (Lee-Kirsch et al., 2007a). Die Patientin entwickelte mit Anfang 40 kutane Läsionen 
an Rücken, Hals und Gesicht, die histologisch perivaskuläre lymphozytische Infiltrationen 
sowie leichte C3-Ablagerungen aufwiesen. Weiterhin bestanden Photosensitivität, Müdigkeit, 
Fieberschübe und Arthralgien der Knie, Schultern, Wirbelsäule und des Kiefergelenks. Mit 49 
Jahren trat erstmals ein zerebrovaskuläres Ereignis mit Lähmung der linken Körperhälfte auf, 
welches sich im weiteren Verlauf vollständig zurückbildete. Die Patientin litt zudem an Migrä-
ne und entwickelte eine depressive Psychose sowie zunehmende Vergesslichkeit. Die La-
borparameter zeigten eine intermittierende Lymphopenie (1,25 Gpt/l [1,5-4 Gpt/l]) und erhöh-
te Werte für γ-Glutamatdehydrogenase (1,17 µmol/(s*l) [<0,7]). Zusätzlich waren bei ihr anti-
nukleäre-Antikörper (ANA) mit einem maximalen Titer von 1:640, eine autoimmun bedingte 
Schilddrüsenentzündung sowie anti-parietale Zell-Antikörper nachweisbar. Die Patientin rea-
gierte gut auf Hydroxychloroquin und Prednison in Kombination mit UV-Schutz. Weiterhin 
wurde der Patientin ein Melanom am Rücken entfernt sowie auf Grund einer Leukoplakie des 
Uterus eine Hysterektomie durchgeführt. Aktuell wird die Patientin wegen eines invasiven 
Karzinoms der Brust chemotherapeutisch behandelt. Familienanamnestisch ist auffällig, dass 
ihre Mutter an Schlaganfällen und Demenz litt und bei ihrem Sohn seit dem frühen Erwach-
senenalter photosensitive Hautläsionen sowie Migräneanfälle bestehen. 
Patientin 2 (LE2) ist eine 45-jährige deutsche Patientin mit einem familiären Chilblain Lupus 
infolge einer heterozygoten TREX1-Mutation (c.52G>A; D18N; Abbildung 5). Die Mutation 
befindet sich in der hoch konservierten Exo 1-Domäne und bedingt den Verlust der Enzym-
aktivität (Lee-Kirsch et al., 2007a).  
Die Patientin litt seit ihrer frühen Kindheit an kälteinduzierten bläulich-roten entzündlichen 
Hautläsionen im Bereich der Finger, Zehen, Fußsohlen und Schienbeine sowie Arthralgien 
der Knie und Schultern. Histologisch zeigten die Läsionen periadnexale und perivaskuläre 
Infiltrate. Die Laboruntersuchungen führten zum Nachweis von ANA (1:160) sowie vermin-
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dertem C4-Komplement (0,15 g/l [0,164-0,392]). Der Sohn und die Tochter der Patientin sind 
ebenfalls von einem Chilblain Lupus betroffen.  
 
In der folgenden Abbildung (Abbildung 5) sind die Mutationen und ihre Lokalisation im Pro-
tein dargestellt:  
 
Der dritte Patient (AGS1) ist ein 19 Jahre alter männlicher Patient deutscher Herkunft mit 
einem AGS infolge einer homozygoten TREX1-Mutation (R114H (c.341G>A; Abbildung 5). 
Die Mutation liegt in der Interface-Region des TREX1-Dimers und geht mit einer verminder-
ten Enzymaktivität einher (de Silva et al., 2007; Lehtinen et al., 2008). Der Patient wurde in 
der 36. Schwangerschaftswoche eutroph geboren. Mit vier Monaten zeigte er Bewegungs-
störungen, Krampfanfälle sowie eine muskuläre Hypotonie. Die Kernspintomografie zeigte 
eine Leukoenzephalopathie mit vergrößerten Ventrikeln. Im Liquor wurde ein erhöhter IFN-α-
Spiegel festgestellt. Im weiteren Verlauf entwickelte der Patient eine Mikrozephalie sowie 
eine globale Entwicklungsstörung. Im Alter von 17 Jahren wurden ein ANA-Titer von 1:1280 
sowie weitere Auto-Antikörper (anti-Nukleosom 138,36 U/ml [<30], anti-Cardiolipin-IgG (15,5 
U/ml [<10]) and C3 zirkulierende Immunkomplexe (49,24 μg/ml [<40]) gemessen.   
Der vierte Patient (AGS2) ist ein 13-jähriger, türkisch-stämmiger Junge konsanguiner Eltern 
mit einem AGS. Bei dem Kind wurde eine homozygote TREX1-Mutation im aktiven Zentrum 
(V201D (c.602T>A; Abbildung 5) nachgewiesen. Der Patient wurde term-eutroph geboren 
und entwickelte im Alter von drei Monaten dystone Bewegungsstörungen und eine muskulä-
re Hypotonie. Eine Kernspintomografie des Gehirns zeigte ausgedehnte Verkalkungen der 
Basalganglien, Myelinisierungsstörungen sowie eine Atrophie. Eine Lumbalpunktion ergab 
eine Lymphozytose sowie einen erhöhten IFN-α-Spiegel. Im Laufe der Zeit entwickelte der 
Junge eine schwere Entwicklungsverzögerung mit Mikrozephalie und spastischer Tetrapare-
NH2 














se. Außerdem litt der Patient an Chilblain-Läsionen an den Zehen. Mit 7 Jahren wurde bei 
ihm Typ 1 Diabetes mellitus diagnostiziert. Die serologische Untersuchung im Alter von 10 
Jahren zeigte antinukleäre-Antikörper (1:160), anti-ENA (extractable nuclear antigens), Car-
diolipin-IgG (41,51 U/ml [<10]) und anti-dsDNA (77,62 IU/ml [<30]).  
 
4.2 DIE VERANKERUNG VON TREX1 IN DER MEMBRAN DES EN-
DOPLASMATISCHEN RETIKULUMS 
Chowdury et al. haben gezeigt, dass die 3´-5´-Exonuklease TREX1 mit dem ER assoziiert ist 
und als Folge von oxidativem Stress in den Zellkern transloziert (Chowdhury et al., 2006). 
Basierend auf bioinformatischen Studien wurde vermutet, dass TREX1 mit seiner C-
terminalen Domäne in der ER-Membran verankert ist (Lee-Kirsch et al., 2007b). Diese An-
nahme wird durch die Beobachtung gestützt, dass trunkierende TREX1-Mutationen bei Pati-
enten mit SLE oder RVCL eine Fehllokalisation des Proteins außerhalb des ERs bedingen 
(Lee-Kirsch et al., 2007b; Richards et al., 2007). Allerdings wurde eine Membranverankerung 
von TREX1 bisher kontrovers diskutiert (Stetson et al., 2008). 
In früheren Arbeiten der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Lee-Kirsch konnte bestätigt werden, 
dass Wildtyp-GFP-TREX1 kotransfiziert mit TREX1-mCherry in HeLa Zellen mit dem ER-
Protein Calnexin kolokalisiert. Des Weiteren wurden in diesen Untersuchungen die trans-
membranäre Verankerung und die Orientierung von TREX1 in der ER-Membran nachgewie-
sen. So wurde mit Hilfe des Fluorescence-Protease-Protection-Assays gezeigt, dass nur das 
N-terminale Cherry-Fluorophor, nicht aber das C-terminale GFP-Fluorophor proteolytisch 
degradiert wird (Masterarbeit: Christine Wolf; Titel: Characterization of the membrane inserti-
on of TREX1 and the effects of TREX1 mutations on subcellular localization; Jahr: 2011). 
Um die Membranintegration des C-Terminus von TREX1 weiter experimentell zu beweisen, 
wurde die luminale Orientierung des C-Terminus von TREX1 mit Hilfe eines Glykosylierungs-
reporters untersucht. Dazu wurde mittels PCR eine TREX1-cDNA generiert, welche am 5´-
Ende mit einen T7-Promoter für die in vitro Transkription versehen wurde. Zusätzlich wurde 
der C-Terminus von TREX1 mit einem Fragment des bovinen Opsins und einem FLAG-Tag 
fusioniert. Das Opsin-Fragment umfasste die 19 N-terminalen Aminosäuren des bovinen 
Opsins und wies zwei Konsensussequenzen für eine N-Glykosylierung auf (Abbildung 6 a). 
Die so generierte TREX1-cDNA wurde anschließend in vitro transkribiert und entweder in 
Abwesenheit oder in Anwesenheit von mikrosomalen Membranen translatiert. Da die Glyko-
sylierung von Proteinen im Lumen des ER stattfindet, lässt sich mit einer Glykosylierung des 
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Opsin-Reporters die Orientierung des C-Terminus von TREX1 in das ER-Lumen nachwei-
sen.  
Die gekoppelte in vitro Transkription und Translation wurde in Kaninchenretikulozytenlysat, 
komplementiert mit der T7-RNA-Polymerase, durchgeführt. Ein Aliquot des Ansatzes inku-
bierte anschließend für 1 h mit mikrosomalen Membranen, welche eine Glykosylierung er-
möglichten. Um die Spezifität einer Glykosylierung nachzuweisen, wurde ein Teil des Ansat-
zes anschließend mit Endoglykosidase H behandelt. Zusätzlich zum Wildtyp (FLAG-TREX1-
WT) wurde eine TREX1-Mutante, FLAG-TREX1-D272fs, mitgeführt (Abbildung 6 a). Diese 
Frameshift-Mutante führt zur Deletion der hydrophoben C-terminalen Domäne und ist im 
Nukleus fehllokalisiert. Alle Reaktionen wurden nach einer SDS-PAGE im Western Blot mit 
einem monoklonalen FLAG-Antikörper analysiert. 
Nach Translation von Wildtyp-TREX1 in Gegenwart von mikrosomalen Membranen ließen 
sich zwei zusätzliche, höher molekulare Banden darstellen, die nach Inkubation mit Endogly-
kosidase H verschwanden (Abbildung 6 b). Dies lässt auf eine Glykosylierung und somit auf 
eine Orientierung des C-Terminus von TREX1 in das ER-Lumen schließen. Im Gegensatz 
hierzu führte die Translation von FLAG-TREX1-D272fs nach der Zugabe von mikrosomalen 
Membranen nicht zu einer Glykosylierung des Opsin-Reporters (Abbildung 6 b). Diese Er-
gebnisse belegen, dass der C-Terminus essentiell für die Verankerung von TREX1 in die 





Die weitere Analyse der subzellulären Topologie von TREX1 erfolgte mit der Elektronenmik-
roskopie. Hierfür wurde GFP-TREX1 in HeLa-Zellen transfiziert und mit Gold-gekoppeltem 
anti-GFP-Antikörper markiert. In Abbildung 7 ist das Lumen hell und das Zytoplasma dunkel 
dargestellt. Das am N-Terminus von TREX1 befindliche GFP lokalisierte auf der zytoplasma-
tischen Seite des ER sowie der äußeren Kernmembran (Abbildung 7).  
Des Weiteren war auffällig, dass die Überexpression des TREX1-Proteins zur Bildung kom-
plexer lamellen- oder wirbelartiger Membranstapel führte (Abbildung 7 b). Dieses Phänomen 
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Zytoplasma               Zellkern
Abbildung 6: Orientierung von TREX1 in der ER-Membran 
a. Schematische Abbildung der TREX1-cDNA-Konstrukte für den Glykosylierungsreporter-Assay. Wildtyp (FLAG-
TREX1-WT) und mutiertes TREX1 (FLAG-TREX1-D272fs) wurden am C-Terminus mit einem Opsinfragment 
fusioniert, das zwei N-Glykosylierungsstellen (Glyk) aufweist. b. Western Blot mit anti-FLAG-Antikörper. In vitro 
translatiertes FLAG-TREX1-WT wird im Gegensatz zu der Mutante FLAG-TREX1-D272fs, welche keine Trans-
membrandomäne beinhaltet, in Gegenwart von mikrosomalen Membranen (Memb.) glykosyliert. Die Glykosylie-
rung von Wildtyp-TREX1 wird durch Endoglykosidase H (Endo H) wieder entfernt. Ko: Negativ-Kontrolle (Retiko-





4.3 ZELLZYKLUSANALYSE UND NACHWEIS VON DNA-SCHÄDEN 
IN TREX1-DEFIZIENTEN ZELLEN 
Um die zellulären Auswirkungen einer TREX1-Defizienz zu untersuchen, wurden primäre 
Fibroblasten von zwei Patienten mit Lupus erythematodes (LE1, LE2) sowie zwei Patienten 
mit Aicardi-Goutières-Syndrom (AGS1, AGS2) phänotypisch charakterisiert (4.1). Dabei wur-
de festgestellt, dass TREX1-defiziente Patientenzellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen signifi-
kant langsamer proliferieren (Abbildung 8). Um der Frage nachzugehen, ob dies an einer 
verringerten Proliferationskapazität oder einer erhöhten Apoptoserate liegt, erfolgte eine 
Zellzyklusbestimmung. Hierfür wurde die DNA nicht-synchronisierter Zellen mit DAPI gefärbt 
und anhand der DAPI-Intensität, mit Hilfe des High-content-imaging der prozentuale Anteil 
der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bestimmt. Es waren kaum Zellen in der SubG1-
Phase nachweisbar, was eine erhöhte Apoptoserate ausschließt (Abbildung 8). Zudem zeig-
te sich, dass sich bei den Patientenzellen anteilig mehr Zellen in der G0/G1-Phase befanden 
als bei der Wildtyp-Zelllinie (Abbildung 8). Demgegenüber waren bei der TREX1-defizienten 
Zelllinie weitaus weniger Zellen in der S- und G2/M-Phase (Tabelle 12). Somit lässt sich das 
verminderte Wachstum TREX1-defizienter Fibroblasten auf einen Zellzyklusdefekt mit G0/G1-
Arrest zurückführen.  
  
b a c 
Abbildung 7: Elektronenmikroskopische Untersuchung der subzellulären Lokalisation von TREX1 
a. Elektronenmikroskopie von Immunogold-markiertem GFP-TREX1 in HeLa-Zellen zeigt die Lokalisation 
von TREX1 (schwarze Pfeile) entlang der äußeren Kernmembran und der zytosolischen Seite der ER-
Membran. Die weißen Pfeile weisen auf die innere nukleäre Membran. Maßstab: 200 nm b. Repräsentati-
ve Darstellung eines OSER. Maßstab: 200 nm c. Die Vergrößerung des markierten Ausschnitts in b zeigt 








Tabelle 12: Zellzyklusanalyse TREX1-defizienter Fibroblasten  
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung von Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen basierend auf der DAPI-
Intensität. WT1: Wildtyp; LE1, LE2: Lupus erythematodes; AGS1, AGS2: Aicardi-Goutières-Syndrom 
 
Zelllinie G0/G1- Phase S-Phase G2/M-Phase 
WT1 40 % 16 % 44 % 
LE1 45 % 22 % 32 % 
LE2 58 % 15 % 27 % 
AGS1 70 % 13 % 17 % 






Um den Zellzyklusdefekt in TREX1-defizienten Zellen näher zu charakterisieren, wurde die 
Expression des am Serin 15 phosphorylierten Tumorsupressorproteins p53 sowie die Ex-
pression des Zellzyklusinhibitors p16 untersucht. Wie in Abbildung 9 a dargestellt, zeigten 
Patientenzellen im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen eine p53-Induktion sowie eine erhöhte 
p16-Expression, was auf eine konstitutive Aktivierung der DNA-Schadensantwort hinweist. 
Daher wurde die Integrität der nukleären DNA von Wildtyp- und Patientenzellen hinsichtlich 
Abbildung 8: Zellzyklusanalyse TREX1-defizienter Fibroblasten 
Zellzyklusprofil für WT1, LE1, LE2, AGS1 sowie AGS2. Basierend auf der durchschnittlichen DAPI-
Intensität der untersuchten Zelllinien wurde ein Zellzyklusprofil erstellt. Die Grenzen für die einzelnen 


















































































































































































































nativer Schäden untersucht. Mit Hilfe der alkalischen Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet-
Assay) kann man sowohl alkali-labile Stellen wie z.B. ssDNA-Brüche als auch abasische und 
unvollständige DNA-Reparaturstellen oder arretierte Replikationsgabeln detektieren (Olive 
and Banath, 2006). Das Prinzip der Methode basiert darauf, dass Einzelzellen in Agarose 
eingebettet und in situ lysiert werden. Durch die anschließende Elektrophorese unter alkali-
schen Bedingungen migrieren DNA-Fragmente entsprechend ihrer Größe aus dem Kern und 
lassen sich mit einem DNA-Farbstoff als Kometen darstellen, während die Chromatin-
gebundene DNA im Zellkern verbleibt. Im Vergleich zu Wildtyp-Zellen wiesen Patienten-
fibroblasten signifikant mehr DNA-Schäden auf, was an den intensiver gefärbten und länge-
ren Kometen deutlich wurde (Abbildung 9 b). Außerdem erschienen die Kerne der Wildtyp-
Zellen gleichmäßig rund, während sich die Kerne der Patienten unregelmäßig und deformiert 
darstellten (Abbildung 9 b). Die Auswertung mit der CASP-Software ergab für alle Patienten 
eine signifikante Erhöhung des OTM (Abbildung 9 c). Der OTM wird aus dem Produkt der 
Schweiflänge und der anteiligen Fraktion der DNA im Schweif errechnet und ist ein quantita-
tiver Parameter für das Ausmaß der DNA-Schädigung (Olive et al., 1992; Muller et al., 1994). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass bereits in Abwesenheit exogener Noxen, die Patientenzellen 










Abbildung 9: Nachweis von DNA-Schäden in TREX1-defizienten Zellen 
a. Die Immunoblotanalyse unbehandelter Patientenzellen (LE1, LE2, AGS1, AGS2) zeigt eine Aktivierung 
von phospho-p53 sowie eine erhöhte Expression von p16. β-Aktin wurde als Ladekontrolle detektiert. b. 
Die alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese zeigt eine vermehrte DNA-Schädigung in Patientenfibroblas-
ten (LE, AGS). Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen, die längere Kometen sowie  deformierte Zell-
kerne in Patientenfibroblasten im Vergleich zum Wildtyp (WT) erkennen lassen. Maßstab: 100 µM c. 
Quantifizierung des Olive Tail Moments ± SEM aus jeweils zwei unabhängigen Experimenten pro Zelllinie 











Wie in Abbildung 9 gezeigt, wiesen TREX1-defiziente Zellen sowohl DNA-Schäden als auch 
eine chronische Aktivierung der DNA-Schadensantwort auf. Um weitere Veränderungen, 
insbesondere Zeichen einer Typ 1-IFN-Aktivierung, zu charakterisieren, wurde das Tran-
skriptom ungestresster Fibroblasten mittels RNA-Sequenzierung analysiert. Die Quantifizie-
rung der Expression erfolgte anhand der Reads Per Kilobase of Exon per Million Mapped 
Reads (RPKM)–Werte (Abbildung 10). Für den Vergleich der Fibroblasten der Patienten LE1 
und AGS1 mit zwei Kontrollzelllinien wurde aus den RPKM-Werten der Wildtypen der Mittel-
wert gebildet und jedes Gen auf einen Expressionswert von 1 normiert. Für die Bestimmung 
der relativen Expression wurden die RPKM-Werte von etwa 9.000 differentiell regulierter 
Transkripte der Patientenzellen mit den Werten der Kontrollen verglichen. Die Transkriptome 
beider Patienten wiesen deutliche Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp auf, wobei sich 
das transkriptionelle Profil des LE Patienten (LE1) ähnlich dem des AGS Patienten (AGS1) 
verhielt (Abbildung 10).  
 
 
WT      LE1    AGS1
relative Genexpression
min                      max
L 1 A 1 W  
Abbildung 10: Vergleichende Transkriptomanalyse nati-
ver Fibroblasten 
Transkriptomanalyse von Patientenfibroblasten (LE1, AGS1) 
und Wildtyp (WT, Mittelwert aus n=2). Die Heatmap repräsen-
tiert über 9.000 hierarchisch geclusterte Transkripte mit einer 
Hoch- (blau) bzw. Runterregulation (rot) mit einem Faktor von 
mindestens zwei. Erstellt ist die Heatmap mit GENE-E 
(http://www.broadinstitute.org/cancer/software/GENE-E-








Unter den aufregulierten Transkripten in TREX1-defizienten Zellen waren zahlreiche Interfe-
ron-stimulierte Gene wie IFI27, IRF3 und IRF7 nachweisbar, was auf eine Typ 1-Interferon-
Antwort hinwies (Abbildung 11 a). Des Weiteren wurde eine Hochregulation von Genen beo-
bachtet, die mit der DNA-Schadensantwort assoziiert sind. So zeigten Gene wie CDKN2A 
(p16), MDM4, BAX und p53-induzierte Gene im Vergleich zu Wildtyp-Zellen eine erhöhte 






Abbildung 11: Konstitutive Aktivierung spezifi-
scher Gene in TREX1-defizienten Zellen 
a. TREX1-defiziente Zellen zeigen sowohl eine Induk-
tion Interferon-stimulierter Gene sowie eine b. Hoch-
regulation von Genen der DNA-Schadensantwort. 
Dargestellt sind die relativen Expressionwerte der 
Patienten (LE1, AGS1) in Bezug auf den Mittelwerte 




































































































































































































γH2AX + 53BP1 γH2AX + 53BP1 + DAPI TREX1-GFP + DAPI TREX1 
Abbildung 12: Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis von DNA-Schäden 
HeLa-Zellen wurden mit 6 mM Hydroxyurea für 180 min und 360 min gestresst und anschließend endogenes  
TREX1 (grün) immunhistochemisch gefärbt. In einem weiteren Ansatz wurden die Zellen mit γH2AX (grün) so-
wie 53BP1 (rot) doppelt gefärbt. Die Zellkerne sind mit DAPI angefärbt (blau). Maßstab: 10 µm. 
Somit bestätigen diese Ergebnisse die Beobachtungen von Yang et al., die zeigten, dass 
TREX1-defiziente embryonale Mausfibroblasten (MEFs) eine p53-Aktivierung aufweisen 
(Yang et al., 2007). In dieser Studie wurde auch demonstriert, dass TREX1 als Reaktion auf 
exogenen Stress in den Zellkern transloziert und dort mit Replikationsfoci kolokalisiert. Um 
dies im humanen System näher zu untersuchen, wurden HeLa-Zellen mit Hydroxyurea be-
handelt und anschließend endogenes TREX1 immunhistochemisch gefärbt (Abbildung 12). 
In einem weiteren Ansatz wurden HeLa-Zellen mit Antikörpern gegen γH2AX und 53BP1 
gefärbt, um die DNA-Reparaturfoci sichtbar zu machen. Die Exposition von HeLa-Zellen mit 
Hydroxyurea führt zu einer zeitabhängigen Bildung von γH2AX- und 53BP1-positiven Foci an 
DNA-Doppelstrangbrüchen (Abbildung 12). Im Gegensatz zu Mauszellen, konnte in huma-
nen Zellen trotz nachweisbarer DNA-Schäden nach Behandlung mit Hydroxyurea keine 





Im nächsten Arbeitsschritt wurde in humanen Zellen die Rekrutierung von TREX1 an Repli-
kationsfoci untersucht. Dazu wurden HeLa-Zellen, welche Proliferating Cell Nuclear Antigen 
(PCNA)-mCherry stabil exprimierten, mit GFP-TREX1 transfiziert. PCNA umgibt die eukaryo-
tische DNA während der Replikation in der S-Phase als Ring und gewährleistet die Rekrutie-
rung sowie die stabile Assoziation der DNA-Polymerase an der Replikationsgabel während 
der DNA-Synthese. Dies führt zur Bildung von PCNA-positiven Foci während der S-Phase 
(Shivji et al., 1992). Die B-Untereinheit der RNase H2 wird über ein PIP-Box-Motiv an PCNA 
rekrutiert (Bubeck et al., 2011).  
GFP-TREX wurde in PCNA-exprimierende HeLa-Zellen transfiziert. Um sicherzustellen, dass 
unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen eine Rekrutierung an die Replikations-
gabel tatsächlich stattfindet, wurde parallel ein Kontrollexperiment mit einem für die Rekrutie-
rung bekannten Protein durchgeführt. Dazu wurde die mit GFP-fusionierte B-Untereinheit der 
RNase H2 in PCNA-mCherry-HeLa-Zellen transfiziert. Im konfokalen Mikroskop wurden 
dann S-Phase-Zellen auf eine Assoziation von TREX1 bzw. RNase H2 mit PCNA-Foci unter-
sucht. Anhand der Foci-Verteilung ließen sich die verschiedenen Phasen, frühe, mittlere und 
späte S-Phase, zuordnen (Abbildung 13). Im Gegensatz zur RNase H2, welche mit PCNA-
Foci kolokalisierte, war TREX1 in S-Phase-Zellen stets perinukleär lokalisiert. Des Weiteren 
wurden Scatterplots der repräsentativen Bilder erstellt. In diesen wurden die gemessen Wer-
te der einzelnen Pixelintensitäten aus den beiden Kanälen (rot: mCherry und grün: GFP) als 
Punkt dargestellt. Besteht eine Kolokalisation der beiden untersuchten Proben, so ergibt sich 
eine lineare Verteilung. Die Scatter-Plots bestätigen die Kolokalisation von RNAse H2, nicht 
aber von TREX1, mit PCNA. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass TREX1 we-







Abbildung 13: TREX1 kolokalisiert nicht mit PCNA an Replikationsfoci 
a. GFP-RNASEH2B (grün) kolokalisiert mit PCNA (rot) in der frühen, mittleren und späten S-Phase. b. 
GFP-TREX1 (grün) kolokalisiert nicht mit PCNA (rot) und wird dementsprechend nicht an Replikationsfoci 
rekrutiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt (blau). Der Scatterplot wurde mit Hilfe der ZEN2012-
Software (Zeiss) erstellt. Maßstab: 10 µm.   
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4.4 CHARAKTERISIERUNG DES SENESZENTEN PHÄNOTYPS 
TREX1-DEFIZIENTER ZELLEN 
 
Zelluläre Seneszenz beschreibt den Verlust der Proliferationsfähigkeit und kann durch zahl-
reiche exogene und endogene Faktoren induziert werden (Hayflick, 1965). Seneszente Zel-
len arretieren in der G0/G1-Phase des Zellzyklus und sind nicht mehr in der Lage in die S-
Phase einzutreten. Dennoch bleiben sie metabolisch aktiv (Di Leonardo et al., 1994; Campisi 
and d'Adda di Fagagna, 2007). Treten die Zellen einmal in dieses Stadium ein, verlieren sie 
die Fähigkeit die DNA-Replikation zu initiieren, ungeachtet adäquater Wachstumsbedingun-
gen. Dieser Replikationsverlust wird hauptsächlich durch die Expression unterschiedlicher 
Zellzyklusinhibitoren verursacht (Serrano et al., 1997). DNA-Schäden zählen zu den wich-
tigsten Auslösern von Seneszenz im Zuge einer DNA-Schadensantwort (Chen et al., 2007).  
Da TREX1-defiziente Patientenfibroblasten globale DNA-Schäden aufwiesen, wurden die 
Zellen auf Seneszenz hin untersucht.  
Neben dem Proliferationsverlust weisen seneszente Zellen morphologische Veränderungen 
wie eine Vergrößerung und Abflachung sowie eine erhöhte Aktivität der Seneszenz-
assoziierten β–Galaktosidase (SA--GAL) auf (Chen and Ames, 1994; Dimri et al., 1995). 
Der Nachweis der SA--GAL-Aktivität erfolgte histochemisch über eine Umsetzung von X-
Gal bei pH 6,0, wodurch ein tiefblauer Indigo-Farbstoff entsteht. Um dies zu überprüfen, 
wurden nicht-konfluente Zellen auf SA--GAL-Aktivität hin untersucht. Es zeigte sich, dass 
TREX1-defiziente Patientenzellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen zum einen die für Senes-
zenz typische Morphologie, zum anderen einen signifikant höheren Anteil an blau gefärbten 
Zellen aufwiesen (Abbildung 14). Somit führt die DNA-Schadensantwort in TREX1-






Der bei TREX1-defizienten Fibroblasten nachgewiesene Phänotyp einer Seneszenz spiegel-
te sich auch in den Transkriptom-Daten wider. So zeigten die Expressionsprofile der AGS1-
Zellinie eine Aufregulation zahlreicher Seneszenz-assoziierter Gene (Abbildung 15) wie z.B. 
die Metalloproteasen (MMP7, MMP17), Wachstumsfaktoren (VGF), Kollagene (COL4A4, 
COL9A3) und Zelladhäsionsproteine (CADM3).  
 
Abbildung 14: β-Galaktosidase-Aktivität in TREX1-defizienten Zellen 
Der seneszente Phänotyp der Patientenfibroblasten (LE1, LE2, AGS1, AGS2) wird durch einen erhöh-
ten Anteil an β-Galaktosidase-positiven Zellen gegenüber den Wildtyp-Zellen (WT, Mittelwert aus n=4) 
deutlich. Es wurden mindestens 100 Zellen unter dem Lichtmikroskop analysiert. Maßstab: 100 μm. 
± SD. ***: p<0,001 (2-seitiger t-Test). Rechts sind repräsentative Bilder der Patientenzellen (LE1, 

































Abbildung 15: Expression selektierter 
Seneszenz-assoziierter Gene 
Gezeigt ist eine Auswahl an Genen, wel-
che in strukturellen oder metabolischen 
Veränderungen, assoziiert mit Seneszenz, 
involviert sind. Dargestellt sind die Verän-
derungen der RPKM-Werte der RNA Se-
quenzierung von den Patienten (LE1, 
AGS1) relativ zu den Mittelwerten der  




4.5 NACHWEIS DER AKKUMULATION EINZELSTRÄNGIGER DNA IN 
PATIENTENZELLEN 
Bisher konnte gezeigt werden, dass in Trex1-/- -embryonalen MEFs kurze ssDNA-Moleküle 
im Zytosol akkumulieren (Yang et al., 2007). Es wurde vermutet, dass diese kurzen Frag-
mente aberrante Produkte der DNA-Replikation darstellen (Yang et al., 2007). Daher wurde 
der Frage nachgegangen, ob die chronischen DNA-Schäden in den Patientenzellen Folge 
einer Akkumulation kurzer DNA-Moleküle aus DNA-Reparaturvorgängen sein könnten. Da 
TREX1 im Zytosol fungiert, sollten Patientenzellen mit TREX1-Defizienz mehr DNA im Zyto-
plasma haben. Diese könnte im Rahmen des Nukleotid Excision Repair entstehen und somit 
ihren Ursprung im Kern haben. Durch die fehlende Enzymaktivität von TREX1 akkumuliert 
die DNA im Zytosol, wird von Nukleinsäure-Sensoren erkannt und könnte somit eine Immun-
antwort auslösen.  
Aufgrund der Kürze der DNA-Fragmente konnten diese mit dem Comet-Assay nicht sichtbar 
gemacht werden, sodass hierfür der Halo-Assay angewendet wurde (Sestili, 2009). Dazu 
wurden Zellen in Agarose eingebettet und lysiert. Im Gegensatz zum Comet-Assay wurden 
DNA-Fragmente im Kern nicht mittels Elektrophorese vom Chromatin getrennt, sondern 
durch Diffusion. Die aus dem Kern diffundierten DNA-Fragmente wurden eingefärbt und 
konnten dann als Randsaum bzw. Halo um den Kern sichtbar gemacht werden. Der gezeigte 
Intensitätsplot beschreibt schematisch wie der Halo-Durchmesser der Zellen ausgewertet 
wurde (Abbildung 16 a). Der maximale Intensitätswert des Halos wurde als Ausgangspunkt 
für die Distanzmessung definiert. Es wurde ein vertikales und horizontales Intensitätsprofil 
jeder Zelle erstellt, der Abstand bei 10 % des Intensitätsmaximums (rechts, links, oben, un-
ten) vermessen und aus diesen vier Werten ein Mittelwert gebildet. Um zu validieren, dass 
sich der Halo-Assay für den Nachweis von kurzen DNA-Fragmenten eignet, wurden anstei-
gende Konzentrationen eines 45 bp langen Oligonukleotids sowie ein 5 kb großes pmCherry-
C1-Plasmid in Fibroblasten transfiziert und ein Halo-Assay durchgeführt. Der Halo-
Durchmesser vergrößerte sich mit ansteigender Konzentration des Oligonukleotids. Darauf-
hin wurde die Halo-Bildung in unbehandelten TREX1-defizienten Fibroblasten mit Wildtyp-
Zellen verglichen. Die Patientenzellen wiesen einen signifikant größeren Halo-Durchmesser 
in Vergleich zu den gesunden Zellen auf, was bedeutet, dass diese mehr kurze DNA-





Abbildung 16: Halo-Assay mit TREX1-defizienten Fibroblasten 
a. Schematische Abbildung des Intensitätsplots als Grundlage für die Auswertung des Halo-Durchmessers 
bei einer Fluoreszenzintensität von 10 % der maximalen Intensität. b. Fibroblasten, transfiziert mit anstei-
gender Konzentration eines 45 bp langen Oligonukleotids (3 µg, 6 µg, 12 µg) oder eines 5 kb großen Plas-
mides (6 µg), zeigen eine konzentrationsabhängige Vergößerung des Halo-Durchmessers. Gezeigt sind die 
Mittelwerte ± SEM von zwei unabhängigen Experimenten, welche als Triplikate angesetzt sind. Es wurden 
mindestens 50 Zellen pro Objektträger vermessen. ***: p<0,001 (2-seitiger t-Test). c. Perinukläre Halo-
Formation in TREX1-defizienten (LE1, AGS1) und Wildtyp-Fibroblasten (WT). Gezeigt sind die Durchmes-
ser bei 50 % (Magenta) sowie 10 % (Cyan) der maximalen Fluoreszenzintensität (links). Die Quantifizierung 
von zwei unabhängigen Experimenten für jeden Patienten (LE1, LE2, AGS1, AGS2) sowie Wildtyp-






































































































Um weiter abzuklären, ob ssDNA im Zytoplasma von Patientenzellen akkumuliert, wurden 
Fibroblasten mit einem anti-ssDNA-Antikörper gefärbt. Um eine Kreuzreaktivität des Antikör-
pers mit RNA auszuschließen, wurde zunächst die RNA mit RNase A degradiert. Während in 
den Wildtyp-Zellen fast keine ssDNA detektiert werden konnte, zeigten TREX1-defiziente 
Zellen eine starke nukleäre und zytoplasmatische Färbung (Abbildung 17 a). Als Negativkon-
trolle wurden die Patientenzellen mit Endonuklease S1, welche spezifisch ssDNA spaltet, 
vorbehandelt. Ein vollständiges Verschwinden des Fluoreszenzsignals in den Patientenzel-
len zeigte, dass der anti-ssDNA Antikörper spezifisch ssDNA anfärbt (Abbildung 17 a). Eine 
Quantifizierung des Fluoreszenzsignals erfolgte anschließend mit dem Programm ImageJ. 
Dazu wurde jeweils im Zytoplasma sowie außerhalb der Zelle eine Region of Interest (ROI) 
in definierter Größe festgelegt und die Mean Fluorescence Intensity (MFI) gemessen. Der 
Intensitätswert des Hintergrundes wurde von allen zytoplasmatischen Messwerten abgezo-
gen und der Mittelwert aus allen Werten gebildet. Die Patientenzellen zeigten, verglichen mit 
den Wildtyp-Zellen, eine signifikant stärkere MFI sowohl im Zytoplasma als auch im Kern 
(Abbildung 17 b). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die im Zytosol akkumulierende 




Abbildung 17: Immunfluoreszenzfärbung von 
ssDNA in TREX-defizienten Zellen 
a. Die Immunfluoreszenzfärbung von ssDNA in 
Patientenzellen (AGS1) zeigt im Vergleich mit 
einem Wildtyp (WT, grün) eine deutliche Akkumu-
lation von ssDNA im Nukleus und Zytoplasma. 
AGS1, vorbehandelt mit S1-Nuklease (AGS1+S1), 
zeigt ein Verschwinden des Fluoreszenzsignals. 
Die Zellkerne sind mit DAPI angefärbt (blau). 
Maßstab: 100 µm. In Abbildung b. sind die Mittel-
werte ± SEM der Mean fluorescence Intensities 
(MFI) dargestellt. Die Daten zeigen drei unabhän-
gige Experimente mit jeweils mindestens 65 Zel-

































4.6 NACHWEIS DER DEGRADATION FLUORESZENZMARKIERTER 
OLIGONUKLEOTIDE IN LEBENDEN ZELLEN     
Die ER-Membran geht kontinuierlich in die äußere Kernmembran über und grenzt das nukle-
äre Kompartiment vom Zytosol ab. Bisher konnte in Studien gezeigt werden, dass DNA, wel-
che in lebende Zellen mikroinjiziert wurde, sich zwischen dem Zytoplasma und dem Nukleus 
bewegen kann (Lukacs et al., 2000; Shimizu et al., 2005). Diese DNA-Fragmente müssen 
dementsprechend entweder frei diffundierend oder aktiv importiert bzw. exportiert den Kern-
porenkomplex passieren.  
Um der Frage nachzugehen, ob kurze DNA-Fragmente die Kernmembran passieren, wurden 
lebende HEK293T-Zellen mit einem 30 bp langem Oligonukleotid, welches am 5´-Ende mit 
ATTO647 markiert war, entweder in das Zytosol oder ins Zytoplasma mikroinjiziert 
(Abbildung 18 a,b). Die Koinjektion von FITC-Dextran diente hierbei zur Markierung des mik-
roinjizierten Kompartiments. Erfolgte die Injektion des Oligonukleotids in das Zytoplasma, so 
akkumulierte dieses innerhalb weniger Minuten im Zellkern, während das FITC-Dextran aus-
schließlich im Zytoplasma nachweisbar war (Abbildung 18 a). Im Gegensatz dazu zeigte die 
Mikroinjektion in den Zellkern, dass das Fluoreszenzsignal des Oligonukleotids im Kern ver-
blieb (Abbildung 18 b). In binukleären HEK293T-Zellen konnte das Phänomen beobachtet 
werden, dass bei der Mikroinjektion in einen der beiden Zellkerne, der nicht-injizierte zweite 
Kern mit der Zeit die Fluoreszenz des Oligonukleotids zeigte (Abbildung 18 c,d). Demzufolge 
sind die Oligonukleotide aus dem mikroinjizierten Kern in das Zytoplasma ausgetreten und 
wurden von dem nicht-injizierten Zellkern aufgenommen. 
Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse darauf schließen, dass kurze ssDNA-
Fragmente, ob aktiv oder passiv, die nukleäre Membran passieren können, allerdings mög-




5 min 15 min 25 min 10 min 15 min 30 min













Abbildung 18: Mikroinjizierte ssDNA-Oligonukleotide können sich zwischen Kern und Zytoplasma be-
wegen 
a, b. HEK293T-Zellen wurden mit einem ssDNA-Oligonukleotid, markiert mit ATTO647N (rot), sowie FITC-
Dextran (grün) als Injektionsmarker in das Zytoplasma (a) oder den Zellkern (b) koinjiziert. Repräsentative Bilder 
zeigen die Fluoreszenzsignale zu den angegebenen Zeitabständen nach Mikroinjektion. Maßstab: 10 µM. c., d. 
Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen binukleärer HEK293T-Zellen, in denen das ssDNA-Oligonukleotid ( 
ATTO647N, rot) sowie FITC-Dextran (grün) lediglich in einen der beiden Kerne mikroinjiziert wurde. Das Fluo-




Die Verankerung von TREX1 in der ER-Membran könnte somit sicherstellen, dass aus dem 
Kern stammende DNA sofort degradiert wird, bevor sie von zytosolischen DNA-Sensoren 
erkannt werden kann. Um die zytosolische Exonuklease-Aktivität in lebenden Zellen zu un-
tersuchen, wurden zwei am 5´-Ende unterschiedlich markierte (ATTO488 sowie ATTO647N), 
teilweise komplementäre ssDNA-Stränge hybridisiert, sodass an beiden DNA-Enden ein 3´-
Überhang vorhanden war. Das so hergestellte TREX1-Subtrat wurde in das Zytosol von He-
La-Zellen injiziert und mittels Fluoreszenz-Kreuzkorrelationsspektroskopie die Abnahme der 
Kreuzkorrelation als Maß der Exonuklease-Aktivität gemessen. Die Koinjektion von Dextran-
Rhodamine B diente der Markierung des injizierten Kompartiments. Die maximale Kreuzkor-
relation des doppelsträngigen Oligonukleotids wurde vor jedem Experiment in Oligoinjekti-
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onspuffer gemessen und auf 100 % gesetzt. Die Injektion des doppelsträngigen Oligonukleo-
tids in das Zytoplasma der Wildtyp-Fibroblasten führte bei der anschließenden Fluoreszenz-
Kreuzkorrelationsspektroskopie zu einer signifikanten Verringerung der Kreuzkorrelation auf 
ca. 30 %, was einen schnellen nukleolytischen Abbau anzeigt (Abbildung 19 b). Parallel hier-
zu verteilte sich das rote sowie das grüne Fluoreszenzsignal mit zunehmender Zeit in der 
gesamten Zelle und wurde auch im Zellkern sichtbar (Abbildung 19 a). Im Gegensatz dazu 
zeigten die untersuchten TREX1-defizienten Zellen (LE1, LE2, AGS1, AGS2) keine bzw. 
eine signifikant verlangsamte Abnahme der Kreuzkorrelation. Dies steht im Einklang mit ei-





spektroskopie in TREX1-defizienten Zellen  
a. Repräsentative Abbildungen von Wildtyp- (WT)   
und Patientenzellen (AGS) koinjiziert mit einem 
dsDNA-Oligonukleotid, das jeweils am 5´-Ende 
mit ATTO488 (A488) oder ATTO647N (A647N) 
markiert ist. Als Injektionsmarker diente Dextran-
Rhodamin B (Dextran). Maßstab: 100 µM. b. 
Fluoreszenz-Kreuzkorrelationsspektroskopie der 
Patientenzellen zeigt, verglichen mit den Wildty-
pen (WT, Mittelwert aus n=2), eine signifikant 
geringere Abnahme der Kreuzkorrelation, was auf 
eine verringerte Degradation des Oligonukleotids 
hinweist. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM 
der relativen Kreuzkorrelation von zwei unabhän-
gigen Experimenten (t<60 min). Es wurden je-
weils mindestens 10 Zellen gemessen. * p<0,05; 
** p<0,01; *** p<0,001 (2-seitiger t-Test). 
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Abbildung 20: IFNB-Expression von Fibroblasten 
nach Behandlung mit Poly(I:C) und UVC 
Die quantitative RT-PCR des IFNB-Gens zeigt eine 
erhöhte Transkription bei TREX1-defizienten Zellen 
nach Poly(I:C) sowie UVC-Behandlung. Die relative 
Genexpression ist auf GAPDH normiert. Gezeigt sind 
die Mittelwerte ± SEM von zwei unabhängigen Expe-
rimenten, welche in Triplikaten angesetzt worden sind 
(WT, Mittelwert aus n=2). *: p<0,05; **: p<0,01; *** 
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4.7 UNTERSUCHUNG DER SENSITIVITÄT VON TREX1-
DEFIZIENTEN ZELLEN GEGENÜBER GENOTOXISCHEM 
STRESS  
In der Transkriptomanalyse von LE1, LE2, AGS1 und AGS2 konnte keine erhöhte Expressi-
on von IFNB festgestellt werden, jedoch eine Aktivierung ISGs. Eine zellintrinsische Aktivie-
rung dieser ISGs könnte TREX1-defiziente Zellen sensitiver gegenüber IFN-abhängigen Sti-
muli machen (Taniguchi and Takaoka, 2001). Um zu prüfen, ob dies auch für Patienten-
fibroblasten mit TREX1 Mutation zutrifft, wurde die Expression von IFNB in Zellen, die mit 
Poly(I:C) sowie UVC-Bestrahlung behandelt wurden, gemessen. Poly(I:C) ist ein syntheti-
sches dsRNA-Analog, welches eine virale Infektion imitiert. Nach Behandlung mit Poly(I:C) 
reagierten TREX1-defiziente Zellen (LE1, AGS1, AGS2) mit einer stärkeren Induktion von 
IFNB als Wildtyp-Zellen (Abbildung 20). Dieser Effekt wurde durch eine zusätzliche UVC-
Bestrahlung noch verstärkt (Abbildung 20). Somit zeigen diese Ergebnisse, dass externe 
Stimuli, wie virale Infektionen oder UV-Strahlung, eine Typ 1-IFN-Aktivierung in TREX1-
defizienten Zellen begünstigen können.  
 
Um einen weiteren Stressor, hier oxidativen Stress, zu untersuchen, wurden TREX1-
defiziente Zellen für 10 min mit einer subapoptotischen Dosis H2O2 behandelt und mit der 
alkalischen Einzelzell-Gelelektrophorese analysiert. Verglichen mit den ungestressten Zellen 
(Abbildung 9 a), führte H2O2 bei allen untersuchten Zelllinien zu einem längeren Kometen-
schweif. Dies deutete auf die Bildung zusätzlicher kleinerer DNA-Fragmente infolge des oxi-
dativen Stresses hin (Abbildung 21 a). Des Weiteren zeigten die Patientenfibroblasten, ver-
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glichen mit den Wildtypen, einen signifikant längeren Kometen sowie stärker deformierte 
Zellkerne (Abbildung 21 b).  
Eine direkte Antwort der Zelle auf oxidative ssDNA-Schäden ist zudem die Parylierung (poly-
ADP-Ribosylierung) (Kim et al., 2005). In diesem Zusammenhang konnte in gestressten Pa-
tientenfibroblasten im Vergleich zu den Kontrollzellen nach Färbung mit einem anti-poly-
ADP-Ribose (PAR)-Antikörper, eine intensivere Färbung des Zellkerns beobachtet werden 




Abbildung 21: TREX-defiziente Zellen sind sensitiver gegenüber genotoxischem Stress 
a. Die alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese nach H2O2-Behandlung zeigt eine vermehrte DNA-Schädigung 
in Patientenfibroblasten (LE, AGS). Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen, die längere Kometen sowie  
stärker deformierte Zellkerne in Patientenfibroblasten im Verlgeich zum Wildtyp (WT) erkennen lassen. Maß-
stab: 100 µM b. Der Olive Tail Moment ± SEM entspricht der Menge der fragmentierten DNA. In jeweils zwei 
unabhängigen Experimenten wurden für jede Zelllinie (WT, LE1, LE2, AGS1, AGS2) mindestens 20 Zellen mit 
Hilfe der CASP Software (http:// casplab.com) analysiert. (WT, Mittelwert aus n=2). ***: p<0,001 (2-seitiger t-
Test). c. Die Immunfluorereszenz mit einem anti-PAR-Antikörper (grün) zeigt bei Patientenfibroblasten (AGS1, 
AGS2), verglichen mit Wildtyp-Fibroblasten (WT), eine stärkere Kernfärbung nach oxidativen Stress (400 µM 



















Um die phänotypischen Auswirkungen des oxidativen Stresses in TREX1-defizienten Zellen 
besser nachzuvollziehen, wurde das Transkriptom von Wildtyp- und Patientenfibroblasten 
nach H2O2-Behandlung analysiert. Das Transkriptionsprofil der Patienten SLE1 und AGS1 
zeigte auch nach oxidativem Stress eine deutliche Veränderung der globalen Expression im 
Vergleich zu Wildtyp-Zellen (Abbildung 22 a). Verglichen mit dem Mittelwert zweier Wildtyp-
Zelllinien wies die resultierende Heatmap der beiden Patienten (LE1, AGS1) große Unter-
schiede auf (Abbildung 22 a). Bei näherer Betrachtung differentiell exprimierter Gene zeigte 
das Transkriptionsprofil der Patientenzellen nach H2O2 Behandlung das Vorliegen eines 
deutlichen Replikationsstresses. So waren zahlreiche Gene aktiviert, welche in DNA-
Replikations- sowie DNA-Reparaturprozessen involviert sind, wie z.B. RAD51, RPA1-3, 
TOPBP1, und LIG1, oder bei der Replikationsinitiierung eine Rolle spielen, wie z.B. MCM2-8, 
MCM10, ORC1, ORC6, CTD1 und CDC6 (Abbildung 22 b). Zeitgleich fand sich in den Pati-
entenzellen, verglichen mit den Kontrollen, ebenfalls eine Aktivierung der Gene CHK1, CHK2 
und ATRIP, welche massiven Replikationsstress anzeigen (Abbildung 22 b). Die Western 
Blot-Analyse zeigte die chronische Aktivierung von CHK1 in ungestressten TREX1-
defizienten Zellen, was das Vorliegen einer chronischen Checkpoint-Aktivierung bereits in 
ungestressten Patientenzellen anzeigt (Abbildung 22 c). Die zusätzliche Induktion von oxida-
tivem Stress durch H2O2, führte wie erwartet in Wildtyp-Zellen zu einer CHK1-Aktivierung. Im 
Gegensatz dazu reagierten Patientenzellen nur leicht bzw. gar nicht auf oxidativen Stress mit 
einer weiteren CHK1-Aktivierung. Dies weist darauf hin, dass TREX1-defiziente Zellen auf-
grund der konstitutiven CHK1-Aktivierung bereits ohne exogenen Stress, einen vermehrten 




Abbildung 22: TREX1-defiziente Zellen zeigen schwerwiegenden Replikationsstress nach H2O2-
Behandlung 
a. Dargestellt ist die Heatmap der Transkriptomanalyse von Patientenfibroblasten (LE1, AGS1) und Wildtyp-
Kontrollzellen (WT, Mittelwert aus n=2) nach oxidativem Stress. Die Heatmap repräsentiert über 14.000 hie-
rarchisch geclusterte Transkripte mit einer mindestens zweifachen Hoch- bzw. Runterregulation. Erstellt ist die 
Heatmap mit GENE-E (http://www.broadinstitute.org/cancer/software/GENE-E/index.html, abgerufen am 
23.08.2013) b. TREX1-defiziente Zellen zeigen eine Induktion von Genen, welche in DNA-Replikations- sowie 
DNA-Reparaturprozessen involviert sind. Dargestellt sind die relativen Expressionswerte der Patientenzellen 
(LE1, AGS1) verglichen mit den Mittelwerten der RPKM-Werte der Wildtyp-Zellen (WT, Mittelwert aus n=2). c. 
Der Immunoblot zeigt eine konstitutive Aktivierung von CHK1 (Phosphorylierung an Ser345) in unbehandelten 
TREX1-defizienten Fibroblasten (LE1, LE2, AGS1, AGS2, kein H2O2). Nach Einwirkung von oxidativem Stress 
(H2O2, 10 min), weisen die Wildtyp-Zellen (WT1, WT2) eine starke CHK1-Aktivierung auf, während die Patien-
tenzellen kaum eine zusätzliche Erhöhung der Phosphorylierung von CHK1 zeigen (AGS1, AGS2, LE1, LE2). 
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4.8 AUSWIRKUNGEN EINES TREX1 KNOCK-DOWNS IN HELA-
ZELLEN 
Um zu prüfen, ob die Aktivierung der DNA-Schadensantwort sowie der Typ 1-IFN-Achse 
ausschließlich auf eine TREX1-Defizienz zurückzuführen sein könnte, wurde mit Hilfe der 
RNA-Interferenz ein Knock-down von TREX1 in HeLa-Zellen induziert. Dazu wurden HeLa-
Zellen mit zwei verschiedenen TREX1-siRNAs sowie einer Kontroll-siRNA transient trans-
fiziert. Die Überprüfung der Effizienz des Knock-downs erfolgte mit der Western Blot-
Analyse. Durch die Transfektion der siRNAs konnte eine deutliche Verringerung von TREX1 
auf Proteinebene erzielt werden (Abbildung 23 a). Ähnlich wie in TREX1-defizienten Patien-
tenzellen zeigten Hela-Zellen mit Knock-down von TREX1 eine Induktion bzw. Phosphorylie-
rung (Ser15) von p53, was auf die Ausprägung einer DNA-Schadensantwort hinweist. Auch 
wenn die Expression von p16 nicht nachweisbar war, ließ sich die Expression des Zellzyklus-
inhibitors p21 aktivieren. Zusätzlich wurde auch eine Phosphorylierung von IRF3 (S386) be-
obachtet, was eine Typ 1-IFN-Antwort nachweist (Abbildung 23 a). Um eine Typ 1-IFN-
Aktivierung auch auf transkriptioneller Ebene nachzuweisen wurde für ausgewählte ISGs 
eine qRT-PCR durchgeführt. Hierbei konnte eine Induktion der ISGs IFI27, IFI44, IFI6 sowie 
des IFNB-Gens nachgewiesen werden (Abbildung 23 b). Somit lassen diese Ergebnisse den 
Schluss zu, dass der beobachtete zelluläre Phänotyp von SLE- und AGS-Patienten auf den 















































4.9 ERHÖHTER VERBRAUCH VON RPA UND RAD51 IN TREX1-
DEFIZIENTEN ZELLEN 
In den RNA-Profilen war eine starke Hochregulation von RAD51 sowie RPA nach oxidativem 
Stress zu finden (RAD51: 6- bis 7-fach; RPA: 1,5- bis 2-fach) (Abbildung 22). Daher wurde 
der Einfluss einer TREX1-Defizienz auf die Funktion dieser beiden Proteine untersucht. Die 
DNA-Prozessierung während der Replikation und Reparatur erfordert die Beteiligung ssDNA-
bindender Proteine wie RAD51 oder RPA. Diese schützen den ssDNA-Strang vor nukleolyti-
schem Abbau, verhindern Re-Annealing und rekrutieren weitere DNA-prozessierende Prote-
ine. RPA ist ein Heterotrimer, welches ssDNA mit einer Länge von bis zu 30 Nukleotiden 
bindet (Bochkarev and Bochkareva, 2004). Die Rekombinase RAD51 spielt bei der homolo-
gen Rekombination in der G2-Phase eine Schlüsselrolle (West, 2003). Freie ssDNA-Enden, 
die im Zuge der DNA-Replikation oder DNA-Reparatur entstehen werden von RPA gebun-
Abbildung 23: Rekapitulation des zellulären Phänotyps der TREX1-defizienten Fibroblasten durch TREX1 
Knock-down in HeLa-Zellen 
a. Western Blot 72 h nach Behandlung von HeLa-Zellen mit TREX1-spezifischer siRNA (TREX1 siRNA1, TREX1 
siRNA2) bzw. Kontroll-siRNA (Ko siRNA) mit den angegebenen Antikörpern. Als Ladekontrolle wurde β-Aktin 
mitgeführt. b. Die quantitative RT-PCR von IFNB- sowie ausgewählter ISGs (IFI27, IFI44, IFI6) zeigt eine erhöhte 
Transkription 72 h nach siRNA-Transfektion in HeLa-Zellen. Die Genexpression ist auf GAPDH normiert. Gezeigt 
sind die Mittelwerte ± SEM von zwei unabhängigen Experimenten, welche in Triplikaten angesetzt wurden.  




den. In G2-Phase-Zellen wird RPA während der DNA-Reparatur durch homologe Rekombi-
nation durch RAD51 ersetzt, was zur Bildung von RAD51-Foci führt. RAD51-Foci sind Nuk-
leofilamente, welche aus vielen RAD51-Molekülen bestehen. RAD51 ist für die Homologie-
suche, den Strangtransfer und den Strangaustausch im Rahmen der homologen Rekombina-
tion während der Reparatur zuständig (Mine et al., 2007). Es konnte allerdings gezeigt wer-
den, dass, eine Überexpression von RAD51 auch unabhängig von DNA-Schäden zur Bil-
dung von RAD51-Filamenten in nicht-G2-Phase Zellen führt (Raderschall et al., 2002).  
Mit Hilfe von Immunfluoreszenz wurde RAD51 bei Patientenfibroblasten und Wildtyp-
Fibroblasten näher untersucht. Auffällig war, dass TREX1-defiziente Fibroblasten mit und 
ohne oxidativem Stress eine signifikant erhöhte RAD51-Färbung im Kern (TNI: Total Nuclear 
Intensity) aufwiesen (Abbildung 24 a, b). Dies weist darauf hin, dass ssDNA in TREX1-





Abbildung 24: Erhöhte RAD51-Nukleofilamentbildung in TREX1-defizienten Zellen  
a. Die unbehandelten Patientenzellen (LE1, LE2, AGS1, AGS2) zeigen eine erhöhte TNI nach RAD51-
Färbung im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen (WT, Mittelwert aus n=2) b. Nach Behandlung der Zellen 
mit einer subapoptotischen Dosis H2O2 (400 µM für 10 min) kann man in den Patientenzellen eine 
höhere TNI im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen (WT, Mittelwert aus n=2) messen. Die Boxplots zeigen 
den Interquartilabstand (25 %-75 %) der automatischen Einzelzellmessung aus zwei unabhängigen 
Experimenten. Die Linien zeigen den Median und Dreiecke den Mittelwert ± SEM. Whiskers entspre-

























































Zusätzlich wurde mittels High Content Imaging die Anzahl der Foci in den Zellen gemessen. 
Die unbehandelten TREX1-defizienten Zellen wiesen zwar keine erhöhte Foci-Bildung ge-
genüber den Wildtyp-Zellen auf, jedoch ergaben sich eindeutige Unterschiede hinsichtlich 
der Verteilung der Foci über den Zellzyklus (Abbildung 25 a). Die Zellzyklusphasen wurden 
über die DAPI-Intensität zugeordnet und lagen für die G1-Phase bei einer DAPI-Intensität 
von 2.500-3.500 und für die G2-Phase bei 5.000-6.000. RAD51-Foci bilden sich normaler-
weise hauptsächlich in der G2-Phase, bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen. In 
Wildtyp-Zellen befanden sich die RAD51-Foci mehrheitlich in der G2-Phase, während in 
TREX1-defizienten Zellen die Foci jedoch gleichmäßiger über den gesamten Zellzyklus ver-
teilt waren (Abbildung 25 b). In den Patientenzellen bildeten sich die Foci somit allerdings 
auch in nicht-G2-Phase-Zellen, was darauf schließen lässt, dass diese Nukleofilamente un-
abhängig von DNA-Schäden entstehen. Bei einem Vergleich der Anzahl der Foci zwischen 




Abbildung 25: RAD51-Foci bilden sich unab-
hängig von der DNA Reparatur und verstärkt 
nach oxidativem Stress in TREX1-defizienten 
Zellen 
a. Die Anzahl der RAD51-Foci sind in unge-
stressten TREX1-defizienten Zellen verglichen 
mit Wildtyp-Zellen (WT, Mittelwert aus n=2). nicht 
erhöht (LE1, LE2, AGS1, AGS2) b. Im Vergleich 
zu Wildtyp-Zellen verteilen sich die RAD51-Foci 
in Patientenzellen gleichmäßiger über den ge-
samten Zellzyklus, gemessen am DNA-Gehalt 
(DAPI) der Zellen. c. Nach H2O2-Behandlung 
(400 µM, 10 min) bilden sich signifikant mehr 
RAD51-Foci in TREX1-defizienten Zellen als in 
Wildtypen. Die Boxplots zeigen den Interquar-
tilabstand (25 %-75 %) der automatischen Ein-
zelzellmessung aus zwei unabhängigen Experi-
menten. Die Linien zeigen den Median und Drei-
ecke den Mittelwert ± SEM. Whiskers entspre-





















































in TREX1-defizienten Zellen gezählt werden (Abbildung 25 c). Dies steht im Einklang mit 





Weiterführend wurde untersucht, ob die akkumulierenden DNA-Fragmente in TREX1-
defizienten Zellen auch von RPA gebunden werden. Dazu wurden Zellen mit einem spezifi-
schen RPA-Antikörper gefärbt und mit High Content Imaging analysiert. Im Gegensatz zu 
den Wildtyp-Zelllinien zeigten die Patientenzellen (LE1, LE2, AGS1, AGS2) eine erhöhte 
Anzahl von RPA-Foci im Zellkern (Abbildung 26). Um zu überprüfen, ob die beobachteten 
Foci Chromatin-assoziiert sind oder an freien ssDNA-Fragmenten gebildet werden, wurden 
die Zellen in einem zweiten Ansatz vor der Fixierung mit einem Detergens extrahiert 
(Abbildung 26, WT ext, LE1 ext, LE2 ext, AGS1 ext, AGS2 ext). Unter diesen experimentel-
len Bedingungen führt dies zur Diffusion von ssDNA-gebundenem RPA, welches nicht mit 
Chromatin assoziiert ist, aus der Zelle heraus. Der Vergleich von extrahierten mit nicht-
extrahierten Patientenfibroblasten zeigte, in TREX1-defizienten, jedoch nicht in Wildtyp-
Zellen, eine signifikante Verringerung der Focianzahl nach Detergensbehandlung, was da-
rauf hinweist, dass die vermehrte Foci-Bildung auf die Bindung freier ssDNA zurückzuführen 
ist.   
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Abbildung 26: TREX1-defiziente Zellen zeigen eine erhöhte Anzahl an RPA-Foci sowie vermehrt nicht-
Chromatin-assoziiertes ssDNA-gebundenes RPA 
Die unbehandelten Patientenzellen (LE1, LE2, AGS1, AGS2) zeigen eine verstärkte Focibildung nach RPA-
Färbung im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen (WT, Mittelwert aus n=2). Die Boxplots zeigen den Interquartilab-
stand (25 %-75 %) der automatischen Einzelzellmessung von zwei unabhängigen Experimenten. Die Linien 
zeigen den Median und Dreiecke den Mittelwert ± SEM. Whiskers entsprechen der 10ten bzw. 90ten Perzentile. 



























RPA, welches an ssDNA von DNA-Schadensstellen gebunden ist, initiiert Checkpoint Sig-
naling, während der Verbrauch des nukleären RPA-Pools zum Anhalten der Replikationsga-
beln führt (Osborn et al., 2002; Zou and Elledge, 2003; Toledo et al., 2013). Durch die Mit-
wirkung an der Reparatur von ssDNA-Läsionen sowie der Re-Initiierung angehaltener Repli-
kationsgabeln spielt RAD51 eine wichtige Rolle bei der Toleranz von DNA-Schäden in der 
Zelle (Zellweger et al., 2015). Somit könnte ein vermehrter Verbrauch von RPA und RAD51 
in TREX1-defizienten Zellen zu einer Genominstabilität führen. Die vorliegenden Ergebnisse 
legen nahe, dass die Akkumulation von ssDNA in TREX1-defizienten Zellen über den Ver-
brauch von RPA und RAD51 Replikationsstress induziert, welcher nachfolgend DNA-
Schäden verursacht. Um weiterführend darzulegen, dass ein RPA- und RAD51-Verbauch 
sowohl replikativen Stress als auch eine IFN-Aktivierung induzieren kann, wurden HeLa-
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Zellen mit siRNA gegen RPA, RAD51 sowie einer Kombination aus beiden transfiziert und 72 
h später analysiert. Beide siRNAs (RPA siRNA und RAD51 siRNA) sowie die Kombination 
waren in der Lage, die RAD51- und RPA-Proteinexpression zu verringern (Abbildung 27 a). 
Mittels Western Blot konnte außerdem gezeigt werden, dass IRF3 durch den Knock-down 
von RPA bzw. RAD51 vermehrt phosphoryliert (S386) wird, was auf eine IFN-Aktivierung 
schließen lässt. Zusätzlich wurde mittels qRT-PCR die Expression von IFNB sowie weiterer 
spezifischer ISGs untersucht. Zellen mit Knock-down von RPA und RAD51 zeigten eine sig-
nifikante Erhöhung der Expression von IFNB, IFI27 und IFI44 (Abbildung 27 b). Zudem konn-
te durch die Verringerung von RPA auf Proteinebene die Aktivierung der CHK1-Kinase durch 
Phosphorylierung des S345 gezeigt werden (Abbildung 27 a). Phosphoryliertes CHK1 koor-
diniert zahlreiche zelluläre Prozesse als Antwort auf Replikationsstress, insbesondere die 
DNA-Schadensantwort sowie die Zellzykluskontrolle (McNeely et al., 2014). Des Weiteren 
stabilisiert es die arretierte Replikationsgabel während der DNA-Replikation (Patil et al., 
2013). Hierfür spricht auch, dass Patientenzellen eine erhöhte H2AX-Phosphorylierung auf-
wiesen (γH2AX, S139) (Abbildung 27 a).  
Diese Ergebnisse weisen somit darauf hin, dass der Verlust von frei verfügbaren RPA und 
RAD51 die in TREX1-defizienten Zellen beobachtete DNA-Schadensantwort sowie den Zell-




Abbildung 27: RPA und RAD51 Knock-down in HeLa-Zellen führt zu einer Typ 1-Interferon-Aktivierung 
a. Western Blot-Analyse von HeLa-Zellen mit den angegeben Antikörpern 72 h nach Transfektion mit RPA-, 
RAD51- oder RPA- und RAD51-spezifischer siRNA und Kontroll-siRNA (Ko siRNA). Als Ladekontrolle wurde β-
Aktin mitgeführt. b. Die quantitative RT-PCR der Genexpression von IFNB sowie ausgewählter ISGs zeigt eine 
erhöhte Transkription 72 h nach siRNA Transfektion in HeLa-Zellen. Die Genexpression ist auf GAPDH normiert. 
Gezeigt sind die Mittelwerte ± SD von zwei unabhängigen Experimenten, welche in Triplikaten angesetzt sind.  























































Abbildung 28: Mikroinjektion eines ssDNA-Oligonukleotids in HeLa-Zellen nach RPA- und RAD51-
Knock-down 
HeLa-Zellen wurden 72 h nach Behandlung mit RPA- und RAD51-spezifischer siRNA (RPA siRNA + RAD51 
siRNA) mit einem ATTO647N-markierten Oligonukleotid mikroinjiziert. Das Fluoreszenzsignal verteilt sich 
gleichmäßig in der Zelle über den angegebenen Zeitraum (rechts). Im Vergleich dazu akkumuliert bei den 
kontroll-injizierten Zellen (Ko siRNA) das Oligonukleotid im Zellkern (links). Als Injektionsmarker ist FITC-




Ko siRNA RPA siRNA + Rad51 siRNA
0 min 15 min 0 min 15 min
Um die Verringerung des RPA- und RAD51-Pools zu simulieren, wurde in HeLa-Zellen ein 
Doppel-Knock-down mittels siRNA induziert. Anschließend wurden ATTO647-markierte Oli-
gonukleotide in die Zellen mikroinjiziert und die Verteilung der DNA in der Zelle untersucht 
(Abbildung 28). Als Negativkontrolle wurde eine Kontroll-siRNA in gleicher Konzentration 
transfiziert. Als Injektionsmarker wurde FITC-Dextran verwendet. Die Injektion des Oligonuk-
leotids in den Zellkern der Knock-down Zellen zeigte nunmehr eine Verteilung des Fluores-
zenzsignal im Zytosol und im Zellkern (Abbildung 28). Im Gegensatz dazu akkumulierte das 
Oligonukleotid in den Kontrollzellen ausschließlich im Zellkern (Abbildung 28).  
 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass RPA und RAD51 durch ihre ssDNA-bindenden 
Eigenschaften DNA-Fragmente im Zellkern binden. Werden diese beiden Proteine durch 
eine erhöhte Konzentration kurzer ssDNA konsumiert, kommt es zur Erschöpfung der Binde-




Somit legen diese Ergebnisse nahe, dass die Erschöpfung der ssDNA-Bindekapazität durch 
einen Verbrauch von RPA und RAD51 zu einer zellintrinsischen Typ 1-IFN-abhängigen Ant-





5.1 TREX1 IST EIN TAIL-ANCHORED PROTEIN 
Mehrere Studien haben  gezeigt, dass TREX1 mit dem ER assoziiert ist, allerdings wird die 
Integration von TREX1 in der ER-Membran kontrovers diskutiert (Stetson et al., 2008). Dass 
der C-terminale Bereich von TREX1 essentiell für die ER-Lokalisation ist, zeigen Studien von 
Brucet et al. (Brucet et al., 2007). Dies wird durch die Beobachtung unterstützt, dass die C-
terminal trunkierende TREX1-Mutationen bei Patienten mit SLE und RVCL nicht mehr mit 
dem ER assoziiert sind (Lee-Kirsch et al., 2007b; Richards et al., 2007). So wurde gezeigt, 
dass die SLE-assoziierte TREX1-Mutante P212fs in endosomale Vesikel aufgenommen wird 
und sich punktförmig im Zytoplasma verteilt, während die D272fs-Mutante im Zellkern fehllo-
kalisiert ist (Lee-Kirsch et al., 2007b). Da der ER-Lokalisation von TREX1 eine wichtige funk-
tionelle Rolle zukommt, wurde in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob TREX1 ein in-
tegrales Membranprotein ist. Mit Hilfe des Glykosylierungsreporter-Assays konnte gezeigt 
werden, dass der C-Terminus von TREX1 in der Tat in der ER-Membran integriert ist. Die 
Überexpression eines N-terminal fusionierten GFP-TREX1 Proteins zeigte in elektronenmik-
roskopischen Aufnahmen, dass das am N-Terminus von TREX1 befindliche GFP auf der 
zytoplasmatischen Seite des ER sowie der äußeren Kernmembran lokalisiert ist. Außerdem 
konnten in diesen Aufnahmen vermehrt strukturelle Veränderungen der ER-Membran in 
Form von dichten Wirbeln und Stapeln beobachtet werden. Dieses Phänomen ist ein charak-
teristisches Merkmal von überexprimierten Tail-Anchored Proteinen und wird als organized 
smooth ER (OSER) bezeichnet. Tail-Anchored Proteine sind eine Familie von Proteinen, die 
über eine C-Terminale transmembrane Domäne posttranslationell in der Membran verankert 
werden (Borgese, 2007). Typischerweise besitzen Tail-Anchored Proteine wie z.B. Vamp-1 
und Cytochrome b5, keine Signalsequenz wie sie bei kotranslationell in das ER geschleusten 
Proteinen zu finden ist (McCue et al., 2011, Isenmann et al., 1998; Kuroda et al., 1998). Da 
TREX1 ebenfalls keine Signalsequenz aufweist und im Glykosylierungsreporter-Assay zu-
nächst vollständig translatiert wurde bevor eine Insertion in die ER-Membran erfolgten konn-
te, erfüllt TREX1 die Kriterien für ein Tail-Anchored Protein. Zusammenfassend kann man 
sagen, dass TREX1 der Gruppe der Tail-Anchored Proteine zugeordnet werden kann. Es 
integriert in die ER-Membran, wobei seine Nuklease-Domäne in das Zytoplasma gerichtet 
ist. Die ER-Membran geht kontinuierlich in die äußere nukleäre Membran über und separiert 
das nukleäre Kompartiment vom Zytoplasma. Dies steht im Einklang mit den elektronenmik-
roskopischen Analysen, die TREX1 auch perinukleär entlang der äußeren Kernmembran 
zeigt. Somit lässt diese subzelluläre Lokalisation von TREX1 vermuten, dass TREX1 für eine 
Diskussion 
81 
sofortige Degradation von ssDNA-Spezies aus dem Zellkern verantwortlich sein könnte, be-
vor diese von der zytosolischen DNA-Sensing Maschinerie erkannt werden können. 
 
5.2 TREX1-DEFIZIENZ FÜHRT ZU EINEM ZELLZYKLUSDEFEKT 
UND SENESZENZ 
TREX1-defiziente Patientenfibroblasten zeigen unter normalen Zellkulturbedingungen einen 
Proliferationsdefekt mit einem Arrest in der G0/G1-Phase (4.3.), der nicht auf einer erhöhten 
Apoptoserate beruht, sondern auf Seneszenz zurückgeführt werden kann. So zeigten 
TREX1-defiziente Zellen im Vergleich zu den Wildtypen eine erhöhte Aktivität der Senes-
zenz-assoziierten lysosomalen β-Galaktosidase, als Ausdruck einer vermehrten lysosomalen 
Gesamtaktivität. Interessanterweise wurde auch in Trex1-/- embryonalen Mausfibroblasten 
eine Vergrößerung des lysosomalen Kompartiments festgestellt. Diese wurde allerdings nicht 
auf Seneszenz zurückgeführt, sondern auf eine gestörte Regulation der lysosomalen Bioge-
nese infolge der TREX1-Defizienz (Hasan et al., 2013). Abnormale lysosomale Funktionen 
wurden auch bei  Patienten mit Lupus-Nephritis  beschrieben, bei der lysosomale Inhalte 
virale Partikel imitieren und das angeborene Immunsystem aktivieren (Migliorini and Anders, 
2012). Ein Schlüsselprotein, welches Seneszenz reguliert, ist der Tumorsupressor p53. Als 
Folge von intrazellulärem oder extrazellulärem Stress kommt es in der Zelle zu DNA-
Schäden. Diese führen zu einer Stabilisierung von p53 durch Phosphorylierung sowie einer 
schnellen Akkumulation in der Zelle. Aktiviertes p53 fungiert anschließend als Transkriptions-
faktor und vermittelt über die transkriptionelle Regulation zahlreicher Zielgene Zellzyklusar-
rest, Apoptose, Differenzierung sowie DNA-Reparatur (Harms et al., 2004). So kann p53 
einen G1-Arrest durch die Induktion von p21 induzieren (el-Deiry et al., 1993). p53 sowie p16, 
welches ebenfalls inhibitorisch auf den Zellzyklus wirkt, konnten in TREX1-defizienten Zellen 
in aktivierter bzw. erhöhter Form nachgewiesen werden. Weiterhin wurden in der Transkrip-
tomanalyse eines SLE- und eines AGS-Patienten zahlreiche differentiell regulierte Gene 
nachgewiesen, welche mit Seneszenz assoziiert sind. Ähnliche Erkenntnisse konnten schon 
bei zwei weiteren AGS-verursachenden Genen, SAMHD1 und RNASEH2B, gewonnen wer-
den. Der Verlust der dNTPase-Aktivität von SAMHD1-defizienten Fibroblasten führt zu einer 
zellulären dNTP-Imbalance, welche infolge einer Genominstabilität zu Seneszenz führt (Kre-
tschmer et al., 2015). Aufgrund einer defekten Entfernung von Ribonukleotiden, welche ins 
Genom misinkorporiert wurden, zeigen Rnaseh2b-/- Mäusen eine massive p53-abhängige 
DNA-Schadensantwort, die im Embryonalstadium letal ist (Hiller et al., 2012; Reijns et al., 
2012). Im Gegensatz zur kompletten Rnaseh2-Defizienz bei der Maus, sind RNASEH2-
Mutationen AGS-Patienten hypomorph. Unvollständiges Ribonucleotide Excision Repair führt 
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zu DNA-Schäden und einer chronischen Aktivierung der DNA-Schadensantwort mit konstitu-
tiver Typ 1–IFN-Aktivierung (Günther et al., 2015).  
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen auf ein erhöhtes Krebsrisiko schließen. Ein Grund dafür, 
dass bisher keine erhöhte Krebsentstehung bei AGS-Patienten beobachtet wurde,  könnte 
das junge Alter und das frühe Versterben der Patienten sein. Die Annahme eines erhöhten 
Krebsrisikos wird durch die Beobachtung gestützt, dass die hier untersuchte Lupuspatientin 
LE1 ein Melanom, Brustkrebs sowie eine pre-kanzeröse Läsion des Uterus entwickelt hat. 
Außerdem zeigen Patienten mit chronischer lymphatischer Leukämie häufig somatische Mu-
tationen im SAMHD1-Gen, welches ebenfalls ein AGS verursachen kann (Schuh et al., 2012; 
Landau et al., 2013). 
 
5.3 CHRONISCHE DNA-SCHÄDEN IN TREX1-DEFIZIENTEN ZELLEN 
SIND MIT EINER TYP 1-INTERFERON-AKTIVIERUNG VERBUN-
DEN  
Wie bisher gezeigt, weist der zelluläre Phänotyp TREX1-defizienter Zellen massive DNA-
Schäden sowie eine Aktivierung der DNA-Schadensantwort auf. Außerdem wurde eine chro-
nische Aktivierung der Checkpoint-Kinase CHK1 in den TREX1-defizienten Zellen beobach-
tet. Diese Kinase phosphoryliert wiederum andere Proteine, die letztlich zu einem Zellzyk-
lusarrest führen. Erhöht man den oxidativen Stress durch Inkubation mit H2O2, so sind die 
Patientenzellen durch die vorliegende chronische CHK1-Aktivierung nicht mehr in der Lage 
ihre DNA-Schadensantwort zu intensivieren. Yang et al. beschrieben 2007 in Trex1-/- Mäu-
sen ebenfalls das Vorhandensein einer DNA-Schadensantwort (Yang et al., 2007). Anders 
als bei Yang et al. zeigen die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit, dass aufgrund der zyto-
solischen Lokalisation von TREX1 eine direkte Rolle bei Vorgängen der DNA-Replikation 
und DNA-Reparatur ausgeschlossen werden kann. Der klinische Phänotyp einer TREX1-
Defizienz ist durch eine Typ 1-IFN-Antwort sowie Autoimmunität charakterisiert (Lebon et al., 
1988; Ramantani et al., 2010; Rice et al., 2013). Tatsächlich konnten in der Genexpressi-
onsanalyse von unbehandelten TREX1-defizienten Zellen neben Genen, die bei der DNA-
Schadensantwort eine Rolle spielen, auch Gene gefunden werden, die auf eine Typ 1-IFN-
Antwort schließen lassen. Interessant ist hierbei vor allem, dass diese ISGs in kultivierten 
Patientenfibroblasten, welche nicht mit Typ 1-IFN-sekretierenden Immunzellen in Kontakt 
gekommen sind, nachgewiesen wurden. Dies lässt auf einen zellautonomen Mechanismus 
der Typ 1-IFN-Aktivierung schließen. Bemerkenswerterweise wurde in Trex1-/- MEFs eine 
Irf3/Irf7/STING/Tbk1-abhängige ISG-Induktion gezeigt, welche mit einer erhöhten lysosoma-
len Biogenese assoziiert ist (Hasan et al., 2013). Somit lassen die Ergebnisse dieser Arbeit 
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den Schluss zu, dass die ISG-Aktivierung entweder durch Mechanismen der DNA-
Schadensantwort oder der Seneszenz ausgelöst wird (Campisi and d'Adda di Fagagna, 
2007; Brzostek-Racine et al., 2011; Mboko et al., 2012). Wie auch schon in Trex1-/- MEFs 
gezeigt, konnte in der qRT-PCR eine deutliche IFN-Signatur mit Hochregulation von ISGs, 
jedoch keine IFNB-Induktion in Patientenfibroblasten detektiert werden (Hasan et al., 2013). 
Dies spricht für eine konstitutive IFN-Aktivierung, möglicherweise infolge einer chronischen 
unterschwelligen IFN-β Produktion. In Patientenzellen mit Mutationen in zwei weiteren AGS-
assoziierten Genen SAMHD1 und RNASEH2B, konnte ebenfalls eine p53-abhängige DNA-
Schadensantwort sowie eine Interferonsignatur festgestellt werden (Hiller et al., 2012; Reijns 
et al., 2012; Kretschmer et al., 2015). Das diese Gene, ähnlich wie TREX1, Nukleinsäuren 
metabolisieren, kann angenommen werden, dass Störungen im Nukleinsäure Metabolismus 
Ursache der Typ 1-IFN-Aktivierung sind. Einen weiteren Zusammenhang zwischen DNA-
Schäden und der angeborenen Immunaktivierung zeigte die Arbeitsgruppe von Barchet et al. 
(Gehrke et al., 2013). Hier wurde dargelegt, dass 8-Oxoguanine-enthaltende DNA, welche 
die häufigste oxidative DNA-Läsion darstellt, als immunologisches Gefahrensignal fungiert, 
und ein Substrat von TREX1 sein könnte. 
 
5.4 IN PATIENTENFIBROBLASTEN AKKUMULIEREN KURZE EIN-
ZELSTRÄNGIGE DNA-FRAGMENTE IM ZYTOSOL UND IM NUK-
LEUS 
TREX1-defiziente humane Fibroblasten zeigen eine erhöhte zelluläre Akkumulation von kur-
zen ssDNA-Fragmenten sowohl im Kern als auch im Zytoplasma. In Mäusen wurde be-
schrieben, dass eine Trex1-Defizienz mit der Akkumulation einzelsträngiger DNA-Spezies 
während der S-Phase des Zellzykluses einhergeht (Yang et al., 2007), während Stetson et 
al. diese ssDNA-Fragmente auf reverse Transkripte endogener Retroelemente zurückführt 
(Stetson et al., 2008). Im Gegensatz zum humanen Genom besitzt das Mausgenom eine 
Vielzahl hochaktiver Retroelemente, welche in diesem Fall ein Substrat für TREX1 darstellen 
könnten (Dewannieux et al., 2004). Die hier vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, 
dass die in TREX1-defizienten Zellen akkumulierende einzelsträngige DNA primär aus dem 
Nukleus stammt und möglicherweise Metabolite der DNA-Reparatur darstellen.  
So zeigt die spezifische ssDNA-Färbung, dass in den Patientenzellen mehr DNA akkumuliert 
als im Wildtyp. Die Frage, woher diese DNA-Fragmente stammen, konnte mittels Halo-Assay 
geklärt werden. Damit konnte gezeigt werden, dass in TREX1-defizienten Patientenzellen 
mehr kurze DNA-Fragmente aus dem Kern diffundieren als in Wildtyp-Zellen. Um dies wei-
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tergehend zu prüfen, wurden DNA-Oligonukleotide in HEK293T-Zellen injiziert. Es konnte 
gezeigt werden, dass mikroinjizierte DNA-Fragmente sich zwischen dem Zytoplasma und 
dem Nukleus bewegen können (Lukacs et al., 2000; Shimizu et al., 2005). Dieses Ergebnis 
wurde repliziert und zeigte, dass ein 30 bp-langes Oligonukleotid vom Kern in das Zytoplas-
ma und zurück diffundieren kann. Es wurde auch bewiesen, dass in multinukleären Zellen 
DNA-Oligonukleotide von einem Kern, über das Zytoplasma, in den anderen Kern gelangen 
können. Zudem konnte anhand von FCCS-Messungen in lebenden Zellen gezeigt werden, 
dass Patientenfibroblasten ein kanonisches TREX1-Substrat, doppelsträngige DNA mit ei-
nem 3´-Überhang, welches ins Zytosol injiziert wurde, vermindert bzw. gar nicht abbauen 
können. Eine TREX1-Defizienz führt somit zur vermehrten Bildung von DNA-Fragmenten, 
die von intrazellulären Nukleinsäuresensoren erkannt werden könnten. Obwohl die Bedeu-
tung einer vermehrten Retroelement-Aktivität als Quelle der immunstimulatorischen DNA 
beim Menschen noch geklärt werden muss, stellt von exogenen Retroviren stammende DNA 
ein Substrat von TREX1 dar. So wurde gezeigt, dass TREX1 bei der DNA-Degradierung von 
reversen Transkripten des HIV beteiligt ist. Auf diese Weise vermag das HIV eine STING-
abhängige antivirale Antwort in der infizierten Zelle zu unterdrücken, was eine Ausbreitung 
der HIV-Infektion fördert (Yan et al., 2010).  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TREX1-defiziente Zellen ssDNA-
Metabolite aus dem Kern akkumulieren, welche in das Zytosol übertreten und dann, vermit-
telt durch zytosolische Nukleinsäure-Sensoren, die Typ 1-IFN-Achse aktivieren. Dieser Me-
chanismus des angeborenen Immunsystems wird in der Regel zur Abwehr mikrobieller Infek-
tionen genutzt. Eine inadäquate Aktivierung dieses Mechanismus kann zur Bildung von Au-
toantikörpern und schlussendlich zu Autoimmunität führen (Stetson et al., 2008; Hornung 
and Latz, 2010). Somit spielt TREX1 eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung von Im-
muntoleranz, da es über den Abbau von ssDNA-Fragmenten vor einer chronischen Aktivie-
rung des angeborenen Immunsystems über Typ 1-IFN schützt. Damit stellt der Nukleinsäu-
reabbau durch TREX1 ein intrazelluläres Analog zum Pathogenesemodell für den klassi-
schen SLE dar, wonach der extrazellulären Beseitigung von apoptotischem Material eine 





5.5 TREX1-DEFIZIENTE ZELLEN SIND SENSITIVER GEGENÜBER 
GENOTOXISCHEM STRESS 
In verschiedenen experimentellen Ansätzen konnte gezeigt werden, dass TREX1-defiziente 
Zellen sensitiver auf exogene, genotoxische Stressoren reagieren. So wiesen Patienten-
fibroblasten nach Behandlung mit einer subapoptotischen Dosis H2O2 in der alkalischen Ein-
zelzell-Gelelektrophorese vermehrt DNA-Schäden auf. Zudem zeigten gestresste Patienten-
fibroblasten im Verlgeich zu Wildtyp-Zellen eine höhere Expression von poly-ADP-Ribose. 
Die Parylierung stellt eine sofortige Reaktion der Zelle auf oxidativen Stress dar (Kim et al., 
2005). Die erhöhte Sensitivität TREX1-defizienter Zellen gegenüber genotoxischem Stress 
spiegelte sich auch in der Transkriptomanalyse wider. So führte oxidativer Stress zu einer 
Aktivierung von Genen, die auf einen ausgeprägten Replikationsstress hinweisen. Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass TREX1-defiziente Zellen auch eine erhöhte Sensitivität gegen-
über dem dsRNA-Analog Poly(I:C) und UV-Licht aufweisen. So führte die Exposition von 
Patientenzellen mit dem Poly(I:C) zu einer stärkeren IFNB-Induktion als in Wildtyp-Zellen. 
Dieser Effekt wurde verstärkt, wenn die Zellen zusätzlich mit UVC-Strahlung behandelt wur-
den. Demnach hat die konstitutive ISG-Aktivierung in TREX1-defizienten Zellen einen Pri-
ming-Effekt, welcher die Zellen sensitiver gegenüber Typ 1-IFN abhängigen Stimuli macht 
(Taniguchi and Takaoka, 2001). UV-Strahlung, ein bekannter Triggerfaktor bei SLE, könnte 
somit bei Patienten mit TREX1-Defizienz kontinuierlich wiederkehrende Autoimmunreaktio-
nen auslösen. Des Weiteren könnte diese erhöhte Sensitivität gegenüber UV-Licht bei den 
Patienten ein erhöhtes Risiko einer Tumorentwicklung zur Folge haben. 
 
5.6 DER SENESZENTE PHÄNOTYP LÄSST SICH DURCH DEN 
KNOCK-DOWN VON TREX1 REKAPITULIEREN 
Es wurde die Frage geklärt, ob der beobachtete zelluläre Phänotyp ausschließlich auf eine 
TREX1-Defizienz zurückzuführen ist. Mit Hilfe der RNA-Interferenz wurde ein Knock-down 
von TREX1 in HeLa-Zellen induziert und die Zelllysate auf eine Aktivierung der DNA-
Schadensantwort sowie der Typ 1-IFN-Achse untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass 
der Knock-down von TREX1 sowohl zur Aktivierung von p53 als auch von Typ 1-IFN führt. 
So wiesen Zellen mit induzierter TREX1-Defizienz eine verstärkte Phosphorylierung von p53 
sowie eine erhöhte Expression des Zellzyklusinhibitors p21 auf, was auf einen Zellzyklusde-
fekt schließen lässt. Eine Induktion des Zellzyklusinhibitors p16 konnte, im Gegensatz zu den 
TREX1-defizienten Fibroblasten, nicht detektiert werden, obwohl sich die TREX1-Expression 
mit einer hohen Effizienz vermindern ließ. Dies kann einerseits auf experimentelle Faktoren 
wie der Transfektionseffizienz und der Inkubationsdauer nach der Tranfektion zurückgeführt 
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werden und andererseits durch spezifische Eigenschaften der HeLa-Zellen bedingt sein. Off-
Target-Effekte hingegen können weitgehend ausgeschlossen werden, weil in den Experi-
menten stets zwei unterschiedliche TREX1-siRNAs sowie eine Kontroll-siRNA mitgeführt 
wurden und die beobachteten Effekte nur in Zellen mit TREX1-Knock-down beobachtet wur-
den. Im Ergebnis der durchgeführten Untersuchungen kann davon ausgegangen werden, 
dass eine TREX1-Defizienz ausreichend ist, um die Aktivierung der DNA-Schadensantwort 
sowie der Typ 1-IFN-Achse zu induzieren.  
 
5.7 UNANGEMESSENER RPA- UND RAD51-VERBRAUCH 
Die Prozessierung von DNA während der Replikation sowie der Reparatur erfordert die An-
wesenheit ssDNA-bindender Proteine wie z.B. RAD51 und RPA. Diese schützen einzel-
strängige DNA-Überhänge vor nukleolytischem Abbau und koordinieren die sequentielle 
Rekrutierung von weiteren Faktoren wie z.B. RAD52, BRCA1 und BRCA2, die in Vorgängen 
der DNA-Reparatur involviert sind (West, 2003). Defekte in diesen zellulären Abläufen kön-
nen zu genomischer Instabilität führen. Die Bindung von RPA an ssDNA stellt ein wichtiges 
Signal für das Erkennen von DNA-Schäden dar und spielt somit eine zentrale Rolle in der 
zellulären Antwort auf genotoxischen Stress. So induziert die Bindung von RPA an ssDNA 
die Initiierung von Checkpoint-Signaling. Die DNA-Schadenserkennung führt zudem zur Akti-
vierung weiterer Faktoren wie ATM, welches wiederum CHK1 phosphoryliert, wodurch die 
Kaskade der DNA-Schadensantwort ausgelöst wird. Die erhöhte Anzahl an RPA-Foci in 
TREX1-defizienten Zellkernen lässt darauf schließen, dass in der Zelle vermehrt an RPA 
gebundene ssDNA-Fragmente vorliegen. Dies führt dazu, dass der Pool an freiem RPA in 
der Zelle verkleinert wird und für andere Prozesse nicht mehr in ausreichender Menge zur 
Verfügung steht. Auf der anderen Seite bedingt die verstärkte Bildung von ssDNA-RPA-
Komplexen eine kontinuierliche Aktivierung von Signalkaskaden der DNA-Schadensantwort.  
Im Rahmen von DNA-Reparaturvorgängen rekrutiert RPA auch das ssDNA-bindende Protein 
RAD51 an den DNA-Strang. Dies ist vor allem bei der DNA-Reparatur mittels homologer 
Rekombination in der G2-Phase der Fall. Dabei ersetzt RAD51 RPA an der genomischen 
DNA und vermittelt die Homologiesuche, den Strangtransfer und den Strangaustausch. 
Durch die Bindung der ssDNA formt RAD51 sogenannte Nukleoproteinfilamente, die aus 
mehreren RAD51-Molekülen bestehen (Ristic et al., 2005; Mine et al., 2007). Interessanter-
weise konnte in Hela-Zellen gezeigt werden, dass eine Überexpression von RAD51 zur Aus-
bildung hochmolekularer RAD51-Strukturen führt, die sich unabhängig von DNA-Schäden 
auch außerhalb der G2-Phase bilden können (Raderschall et al., 2002). Die in nativen 
TREX1-defizienten Zellen beobachtete erhöhte diffuse nukleäre RAD51-Färbung könnte 
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somit auf ein Vorhandensein von vermehrten ssDNA/RAD51-Komplexen hindeuten. Auch 
wenn die Gesamtzahl der RAD51-Foci in TREX1-definizeten Zellen im Vergleich zu den 
Kontrollzellen nicht erhöht war, so waren die RAD51-Foci in Patientenzellen über den ge-
samten Zellzyklus verteilt, während sie in Wildtyp-Zellen hauptsächlich in der G2-Phase an-
zutreffen waren. Die Bildung von ssDNA-haltigen RAD51-Nukleofilmenten in Patientenzellen 
könnte somit den Vorrat an vorhandenen RAD51-Molekülen erschöpfen und folglich zu zu-
sätzlichen Replikationsstress führen.  
Schon 2003 wurde gezeigt, dass die Bindung von RPA an ssDNA ein Checkpoint-Signaling 
initiieren kann (Zou and Elledge, 2003). Der globale Verbrauch von nukleärem RPA führt zur 
Unterdrückung des Voranschreitens der Replikationsgabel, was mit vermehrten DNA-
Schäden einhergeht (Toledo et al., 2013; Osborn et al., 2002). Dagegen spielt RAD51 auf-
grund seiner Beteiligung an der replikativen Reparatur von ssDNA-Läsionen eine wichtige 
Rolle bei der Toleranz gegenüber DNA-Schäden (Gonzalez-Prieto et al., 2013; Zellweger et 
al., 2015). Demzufolge führt das erhöhte Binden von ssDNA an RPA und RAD51 in TREX1-
defizienten Zellen zu einem Verbrauch der nukleären ssDNA-Bindekapazität. Dies resultiert 
wiederum in chronischer Checkpoint-Aktivierung sowie Replikationsstress aufgrund einer 
kontinuierlichen Induktion zellulärer Replikations- und Reparaturwege. Dieser Mechanismus 
erklärt den in TREX1-defizienten Zellen beobachteten Phänotyp einer DNA-
Schadensantwort mit Replikationsstress und Senszenz. 
 
5.8 ZUSAMMENFASSENDE ERGEBNISDARSTELLUNG 
Das angeborene Immunsystem spielt eine essentielle Rolle bei der Abwehr von Mikroorga-
nismen sowie bei entzündlichen Prozessen. Im Rahmen der immunologischen Abwehrreak-
tion werden Gefahrensignale von Sensoren, sogenannten Pattern-Recognition-Rezeptoren, 
erkannt und durch Signalkaskaden in Gang gesetzt, die einerseits Effektoren des angebore-
nen Immunsystems aktivieren und andererseits das adaptive Immunsystem stimulieren. Eine 
inadäquate Aktivierung dieser Sensoren kann eine Überreaktion des Immunsystems zur Fol-
ge haben und zu Autoimmunität führen. Nukleinsäuresensoren lösen typischerweise eine 
Typ 1-IFN-Antwort aus, welche auch durch endogene Nukleinsäuren initiiert werden kann. 
Dies bedeutet, dass der Organismus über Mechanismen verfügen muss, die eine Immunre-
aktion gegen köpereigene Nukleinsäuren verhindern. Die Degradation von DNA durch die 
Nuklease TREX1 spielt hierbei eine wichtige Rolle. Wird die Zelle UV-Licht oder oxidativem 
Stress ausgesetzt, entstehen DNA-Läsionen, welche normalerweise umgehend repariert 
werden. Dies führt zur Bildung von kurzen DNA-Fragmenten, welche insbesondere bei der 
Nukleotid-Exzisions-Reparatur entstehen. In Folge einer TREX1-Defizienz akkumulieren die-
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se kleinen DNA-Fragmente im Nukleus und im Zytosol, wo sie von TREX1, das in der ER-
Membran verankert ist, abgebaut werden, bevor sie von Pattern-Recognition-Rezeptoren 
erkannt werden können. ssDNA-Fragmente, die nicht von TREX1 abgebaut wurden, können 
zurück in den Kern wandern, wo sie von den ssDNA-bindenden Proteinen RPA und RAD51 
gebunden werden. Diese inadäquate Bindung von ssDNA an RPA und RAD51 simuliert 
DNA-Schäden und führt zur Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen. Zudem führt der 
chronische Verbrauch von RPA und RAD51 dazu, dass diese Proteine für andere zelluläre 
Prozesse der DNA-Replikation und DNA-Reparatur nicht mehr zur Verfügung stehen, 
wodurch Replikationsstress sowie chronische DNA-Schäden entstehen. Dies resultiert 
schlussendlich in der Induktion einer p53-abhängigen DNA-Schadensantwort, Seneszenz 







Abbildung 29: Darstellung der molekularen Folgen einer TREX1-Defizienz 
Die Reparatur von DNA-Läsionen, induziert durch UV-Licht oder oxidativen Stress, führt zur Bildung kurzer DNA-
Fragmente, welche durch die zytosolische Tail-Anchored Exonuklease TREX1 degradiert werden. In TREX1-
defizienten Zellen akkumuliert diese ssDNA im Zytosol und wird durch Nukleinsäuresensoren erkannt, welche 
eine Typ 1-IFN-Antwort auslösen. Im Zellkern führt die Bindung von RPA sowie RAD51 an diese ssDNA-
Fragmente zu einem erhöhten Verbrauch dieser Proteine. Dies führt zu einer inadäquaten Aktivierung der DNA-
Reparaturmaschinerie, was Replikationsstress sowie weitere DNA-Schäden zur Folge hat. Chronische DNA-
Schäden induzieren eine p53-abhängige DNA-Schadensantwort sowie Seneszenz, was zu einer Aktivierung 
Interferon-stimulierter Gene und der Entstehung von Autoimmunität beiträgt.  
 
5.9 KLINISCHE RELEVANZ 
Eine TREX1-Defizienz führt zu Krankheitsbildern, welche durch systemische Autoimmunität 
charakterisiert sind. Dies verdeutlicht die zentrale Rolle des nukleolytischen Abbaus von int-
razellulären DNA-Metaboliten bei der negativen Regulation der angeborenen Immunantwort 
und der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz. Zusammenfassend geben die Ergebnisse 
dieser Arbeit neue Einblicke in die Entstehung der beiden Typ 1-Interferonopathien, AGS 
und SLE. Der zellintrinsisch-vermittelte Mechanismus der konstitutiven Typ 1-IFN-Aktivierung 
bei TREX1-Defizienz könnte auch Angriffspunkt für neue kausal orientierte Therapieansätze 
















chender Weg, um die überschießende Immunreaktion zu unterbinden. In ersten klinischen 
Studien wurden anti-IFN-α-Antikörper bei Patienten mit SLE getestet mit vielversprechenden 
Resultaten (Yao et al., 2009; Petri et al., 2013). Einen weiteren Angriffspunkt stellt die Inhibi-
tion des JAK/STAT1-Signalweges mittels JAK-Inhibitoren dar. Grundsätzlich sollte bei Kin-
dern, die an AGS erkrankt sind, die Therapie so früh wie möglich erfolgen, um irreversible 
Hirnschäden zu vermindern oder zu vermeiden. Zurzeit werden SLE-Patienten oft mit Zytos-
tatika wie Methotrexat oder Cyclophosphamid behandelt, welche die Zellteilung von schnell-
proliferierenden Zellen verhindert. Wie in der vorliegenden Arbeit demonstriert, weisen Pati-
enten mit TREX1-Defizienz chronischen Zellstress und eine erhöhte Sensitivität gegenüber 
exogenen genotoxischen Stressoren auf. Eine Behandlung mit zytostatischen Medikamenten 
könnte daher einen negativen Effekt haben und den Zellstress zusätzlich erhöhen. Ein weite-
rer Ansatz wäre die Hemmung der reversen Transkription endogener Retroelemente mit In-
hibitoren der reversen Transkriptase wie sie bei Patienten mit HIV-Infektion angewendet 
wird. Bei TREX1-defizienten Mäusen konnten durch eine antiretrovirale Therapie therapeuti-
sche Erfolge erzielt werden (Beck-Engeser et al., 2011). Ob diese Art der Therapie auch auf 




Dysregulierte DNA-Schadensantwort als Ursache von Autoinflam-
mation und Autoimmunität bei TREX1-Defizienz 
Hintergrund: 
Der nukleolytische Abbau von Nukleinsäuren stellt einen wichtigen Kontrollmechanismus des 
Organismus dar, um eine inadäquate Aktivierung des Immunsystems zu vermeiden. Nicht-
metabolisierte körpereigene Nukleinsäuren werden von DNA-Sensoren wie cGAS erkannt 
und führen über eine Typ 1-IFN-Aktivierung zu Autoinflammation und Autoimmunität. Die 
Zellen eines jeden Organismus sind kontinuierlich genotoxischen Einflüssen ausgesetzt wie 
z.B. endogene oxidative Metabolite oder Umwelteinflüsse wie UV-Strahlung. Dies führt zur 
Entstehung von tausenden DNA-Läsionen pro Zelle und Tag, welche in der Regel umgehend 
von der DNA–Reparatur-Maschinerie erkannt und repariert werden. 
Fragestellung: 
Autoimmunität wird verursacht durch eine inadäquate Immunaktivierung durch körpereigene 
Antigene. Mutationen in der humanen 3´-5´-DNA-Exonuklease TREX1 führen zu Typ 1-IFN-
induzierten Autoimmunerkrankungen wie AGS, RVCL, CHL sowie SLE. TREX1 wird haupt-
sächlich mit der Degradation von intrazellulären Nukleinsäuren in Verbindung gebracht. Vor 
diesem Hintergrund untersucht die vorliegende Arbeit, welche TREX1-Substrate beim Men-
schen pathogenetisch relevant sind, auf welche Weise diese im Rahmen einer TREX1-
Defizienz entstehen und zu einer Typ 1-IFN-Aktivierung führen. Langfristig soll das bessere 
Verständnis der Pathogenese TREX1-assoziierter Phänotypen neue Wege für kausal orien-
tierte Therapieoptionen eröffnen.  
Material und Methoden: 
TREX1 wurde mit Hilfe des Glykosylierungsreporter-Assays sowie der Elektronenmikrosko-
pie als Tail-Anchored Protein klassifiziert. Primäre Fibroblasten wurden phänotypisch charak-
terisiert und auf Proliferation und Seneszenz untersucht. DNA-Schäden wurden mittels Co-
met-Assay analysiert. Genomweite Transkriptionsprofile wurden mit Hilfe der RNA-
Sequenzierung generiert. Die Akkumulation von einzelsträngiger DNA wurde mit dem Halo-
Assay und mit Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die Interaktion mit fluoreszenzmarkierten 
DNA-Oligonukleotiden, die enzymatische Aktivität von TREX1 sowie die ssDNA-bindenden 
Eigenschaften von RPA und RAD51 in lebenden Zellen wurden mit Hilfe der Mikroinjektion 
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von Oligonukleotiden untersucht. Der Verbrauch von ssDNA-bindenden Proteinen, wie 
RAD51 und RPA, wurde mit Immunfluoreszenz analysiert.  
Ergebnisse: 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TREX1 kurze ssDNA-Fragmente, die 
aus der DNA-Reparatur stammen und ins Zytosol gelangen, degradiert. Zusätzlich wurde 
gezeigt, dass TREX1 ein Tail-Anchored Protein ist, welches in die ER-Membran integriert ist. 
Die ER-Membran geht kontinuierlich in die äußere nukleäre Membran über und separiert das 
nukleäre Kompartiment vom Zytoplasma. Somit stellt die Verankerung von TREX1 in der ER-
Membran einen sofortigen Abbau von aus dem Kern stammender ssDNA sicher, bevor diese 
von der zytoplasmatischen DNA-Maschinerie erkannt werden. Die intrazelluläre Akkumulati-
on von Nukleinsäuren in TREX1-defizienten Zellen führt zu Replikationsstress sowie einer 
chronischen Aktivierung der DNA-Schadensantwort. Dies wird von einer Aktivierung der Typ 
1-IFN-Achse begleitet, was auf ein Sensing der akkumulierten ssDNA zurückgeführt werden 
kann. Der Verbrauch der ssDNA-bindenden Proteine RPA und RAD51 führt zu replikativem 
Stress in TREX1-defizienten Zellen. Dies resultiert in kontinuierlichen DNA-Schäden und 
einer erhöhten Sensitivität von Patientenfibroblasten gegenüber exogenem genotoxischen 
Stress. Die konstitutive zell-intrinsische Typ 1-IFN-Aktivierung erhöht zudem die Sensitivität 
gegenüber Typ 1-IFN-abhängigen Stimuli wie Poly(I:C) und UV-Licht. Auf diese Weise ent-
steht ein Circulus vitiosus, der letztlich zu Autoinflammation und Autoimmunität führt. 
Schlussfolgerungen:  
Die vorliegenden Ergebnisse belegen eine essentielle Rolle der Beseitigung von intrazellulä-
ren DNA-Metaboliten aus der DNA-Reparatur für die Aufrechterhaltung von Immuntoleranz. 
So führt eine unangemessene Akkumulation körpereigener DNA im Zytosol, über die Erken-
nung durch Nukleinsäuresensoren, zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems. 
Dies weist auf einen bisher unbekannten Zusammenhang zwischen DNA-Schäden, der 
DNA-Schadensantwort und einer Typ 1-IFN-vermittelten Aktivierung des angeborenen Im-




Dysregulated DNA-damage response in TREX1-deficient cells leads 
to autoimmunity and autoinflammation 
Background: 
Nucleolytic degradation of nucleic acids plays an important role in the protection from auto-
immunity initiated by immune recognition of self nucleic acids. Non-metabolised nucleic acids 
are sensed by DNA-sensors like cGAS resulting in uncontrolled IFN-activation, which causes 
autoimmunity. Cells are constantly exposed to genotoxic threads derived from endogenous 
metabolic byproducts or environmental exposures resulting in tens of thousands DNA lesions 
per cell each day, most of which are immediately repaired by the DNA repair machinery. The 
byproducts of DNA repair are thought to be degraded by nucleases, although the responsible 
mechanisms are poorly understood. 
Objectives: 
Autoimmunity is caused by an inappropriate immune response to self antigens. Mutations in 
the human 3´-5´-DNA-exonuclease TREX1 cause type I-IFN-driven autoimmune diseases 
like AGS, RVCL, CHL as well as SLE. Against this background and in view of the fact that 
TREX1 degrades intracellular nucleic acids, the aim of the study was to identify the pathoge-
netically relevant TREX1 substrates in the human system and to investigate how they evolve 
in TREX1-deficient cells. In the long term, this will help to understand the underlying causes 
of TREX1-associated phenotypes and identify new leads for targeted therapies.  
Material und Methods: 
TREX1 was classified as a tail-anchored protein by fluorescence protection assay, glycosyla-
tion reporter assay and electron microscopy. Primary patient fibroblasts were phenotypically 
characterized and examined for proliferation and senescence. Increased DNA damage was 
assessed by comet assay. Genome-wide transcriptional profiles were generated by RNA 
sequencing. Accumulation of ssDNA was analyzed by halo assay and immunohistochemis-
try. Interaction of TREX1 with fluorescently labeled oligonucleotides, enzymatic activity of 
TREX1 as well as the ssDNA-binding capacity of RPA and RAD51were analysed in living 
cells by microinjection of oligonucleotides. Enhanced RAD51 nucleofilament formation and 





Here we show that TREX1 removes short ssDNA originating from DNA repair. We demon-
strate that TREX1 is a tail-anchored protein inserted within the ER membrane with the nucle-
ase domain facing the cytosol. The ER membrane is contiguous with the nuclear membrane 
and separates the nuclear compartment from the cytosol. Thus, anchorage of TREX1 within 
the nuclear membrane ensures immediate degradation of ssDNA species leaking out of the 
nucleus before they can be accessed by the cytosolic DNA sensing machinery. Intracellular 
accumulation of nucleic acids in TREX1-deficient human fibroblasts causes replication stress 
and chronic low-level DNA damage which triggers a DNA damage response and constitutive 
type I-IFN activation. The exhaustion of ssDNA-binding proteins like RPA and RAD51 causes 
replication stress in TREX1-deficient cells further promoting DNA damage. Due to the chron-
ic low-level DNA damage, patient fibroblasts are more sensitive to exogenous genotoxic 
stress. The constitutive cell-intrinsic type I-IFN activation also increases the sensitivity to-
wards type I-IFN-dependent stimuli such as poly(I:C) und UV-light. This results in a vicious 
circle that initiates and sustains autoinflammation and autoimmunity. 
Conclusion:  
These findings establish a role of the intracellular removal of nucleic acid waste originating 
from DNA repair in the maintenance of immune tolerance and the protection from autoim-
munity caused by innate immune recognition of self DNA. Taken together, these findings 
provide a novel link between DNA damage and the DNA damage response with constitutive 
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Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Geräte 
Bezeichnung Hersteller 
7300 Real Time PCR System Applied Biosystems 
Amersham Hypercassette (X-ray film cassette) GE Healthcare 
Biofuge 15 Heraeus 
Biofuge PrimoR Heraeus 
CASY ® Cell Counter & Analyser Modell TT150 Roche 
Durchlichtmikroskop Zeiss 
Elektrophoresekammer, horizontal (Agagel Maxikammer) Biometra 
Elektrophoresekammer, vertikal (X-Cell SureLock) Life technologies 
Feinwaage Faust 
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M) Zeiss 
Gefrierschrank (SN-T) Liebherr 
Kühlschrank (FKS 5000) Liebherr 
Labofuge 400R Heraeus 
Laser-Scanning-Mikroskop (LSM780) Zeiss 
Magnetrührer VWR 
Mikrotiterplatten-Photometer (Infinite ® 200 PRO) TECAN 
Mr. Frosty Einfrierbox Nalgene 
NanoDrop (ND-1000) Spectrophotometer PEQLAB 
pH-Meter WTW 
Pipetten, versch. Größen (2-1000 µl) Gilson 
Pipettus Hirschman Laborgeräte 
Sicherheitswerkbank (HERASafe)     Heraeus 
Taumel-Rollenmischer (TRM 50)     IDL 
Taumelschüttler WT12      Biometra 
Thermocycler       Biometra 
Thermomixer compact      Eppendorf 
Vortex Genie2      Scientific Industries 
Wasserbad       GFL 
Western Blot-Kammer, vertikal (X-Cell IITM Blot-Modul)  Life technologies 




10.2 SOFTWAREPROGRAMME UND SOFTWAREAUSWERTUNG 
Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Softwareprogramme 
Bezeichnung Hersteller 
Contig Express-Modul Life technologies 
GENE-E     Broad Institute 
GraphPad Prism6 GraphPad 
ImageJ NIH 
Ingenuity Pathway Anaysis (IPA) Ingenuity 
Magellan 6 TECAN 
ND-1000 V3.5.2 PEQLAB 
Vector NTI ® 10 Life technologies 
ZEN2012   Zeiss 
 
Die RAD51- und RPA-Foci wurden mit einem high-content-automated-Imager (Operetta, 
Perkin Elmer) analysiert. Die Aufnahme von mindestens 100 Gesichtsfeldern pro Probe er-
folgte mit einem 40 x 0,95 NA Luftobjektiv. Die Auswertung wurde mit Hilfe der Harmony 
Software (Perkin Elmer) durchgeführt. Anhand der DAPI-Färbung wurden die Nuklei identifi-
ziert, in denen Foci mit einer Intensität >0,04 lokalisiert wurden. Für jeden dieser Foci wurden 
der Kontrast und die mittlere Intensität berechnet, aus denen ein Punktintensität/Punktfläche-
Verhältnis >0.0015 gebildet wurde, um Nukleoli und Hintergrundfärbung auszuschließen. 
Des Weiteren wurde die komplette nukleäre Intensität gemessen.  
 
10.3 LÖSUNGEN UND MEDIEN 
 
DMEM-Komplettmedium: 500 ml DMEM      
(without L-Glutamin; high glucose 4,5 g/l) 
     10 % FCS (inaktiviert)   
     2 mM L-Glutamin     
     1 % Antibiotika/Antimykotika-Mix 
 
FCS (inaktiviert):   30 min bei 56 °C im Wasserbad 
 
DMEM-Medium für Serumentzug: 500 ml DMEM      
(without L-Glutamin; high glucose 4,5 g/l) 
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     2 mM L-Glutamin     
     1 % Antibiotika/Antimykotika-Mix 
      
RIPA-Puffer (Lysepuffer):  50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 
     150 mM NaCl 
     1 mM Na2 EDTA 
     1 % Triton-X 100 
     1 mM Na3VO4 
     20 mM Natriumfluorid 
     10 % Protease Inhibitor Mix 
     10 % Phosphatase-Inhibitor 
     1 µl/ml DNase I 
 
20x PBS:    2,8 M NaCl 
     54 mM KCl 
     202 mM Na2HPO4 
     36 mM KH2PO4 
     pH 7,4 (mit 5 M NaOH einstellen) 
 
1x PBS:    50 ml 20x PBS 
     950 ml Aqua dest. 
 
0,1 % PBST:    1 l 1x PBS 
     1 ml Tween20 
 
Fixierlösung (4%P FA, für IF): 1 ml Paraformaldehyd (37 %) 
8 ml PBS 
 
0,25 % Triton X-100 (für IF):  50 ml PBS 
125 µl Triton X-100 
 
Blockierungspuffer (für IF):  0,1 g BSA 
10 ml PBS 
 
Einfriermedium:   50 ml DMEM-Komplettmedium 
     5 % DMSO 
     20 % FCS 
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1x TBE-Puffer:   89 mM Tris 
     89 mM Borsäure 
     2 mM EDTA 
     auf 1 l Aqua dest.  
     pH 8,0 
 
PEI-Arbeitslösung (1mg/ml):  2 ml PEI Stocklösung (25 mg/ml) 
     48 ml HPLC-Wasser 
      
6x SDS-Probenpuffer:  375 mM Tris-HCl, pH 6,8 
     12 % SDS 
     60 % Glycerol 
     0,01 % Bromophenolblau 
     30 % DTT 
 
Blockinglösung (WB):   5 % Milchpulver in 1x PBS oder 
     1x Roti-Block (verdünnt in dest. Wasser) 
 
0,5 M EDTA:    186,1 g Disodium-EDTA-Dihydrat 
     700 ml Aqua dest. 
     Einstellen des pH-Wertes mit NaOH 
     auf 1 l Aqua dest. Auffüllen 
     pH 8,0 
 
20 % SDS (w/v):   20 g SDS 
     auf 100 ml Aqua dest. auffüllen 
       
 
0,5 M Tris-HCl:    60,5 g Tris-base 
     800 µl Aqua dest. 
     Einstellen des pH-Wertes mit HCl 
     auf 1 l Aqua dest. Auffüllen 
     pH 7,5 
 
10 % Triton X-100 (w/v):  1 g Triton X-100 




Oligonukleotidinjektionspuffer: 150 mM NaCl 
     20mM HEPES pH 7,4 
     15mM Glucose 
     5 mg/ml BSA 
     20mM Trehalose 
     5.4mM KCl 
     0.85mM MgSO4 
     0.45mM CaCl2 
 
Injektionskapillarpuffer:  110mM K-gluconate 
18mM NaCl 
10mM HEPES pH 7,4  
0.6mM MgSO4 
 
Alkalischer Probenpuffer (Comet): 2.5 M NaCl 
0.1 M EDTA 
10 mM Tris 
1% Triton X-100 
pH 10 
 
Elektrophoresepuffer (Comet): 0,3 M NaOH 
1 mM Na2EDTA 
pH 13 
 
Antifade mit SYBR Gold (Comet):  20 mM DABCO 
     0,1 µl/ml SYBR Gold 
     20 mM Tris-HCl 
     80 % Glyzerol 
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2. Bei der Auswahl und Auswertung des Materials sowie bei der Herstellung des Manuskripts 
habe ich Unterstützungsleistungen von folgenden Personen erhalten:  
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Dr. Wolfgang Staroske (FCCS Messungen) 
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ligt. Insbesondere habe ich nicht die Hilfe eines kommerziellen Promotionsberaters in An-
spruch genommen. Dritte haben von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leis-
tungen für Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Disserta-
tion stehen.  
 
4. Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form 
einer anderen Prüfungsbehörde vorgelegt.  
 
5. Die Inhalte dieser Dissertation wurden in folgender Form veröffentlicht:  
keine Veröffentlichung 
 
6. Ich bestätige, dass es keine zurückliegenden erfolglosen Promotionsverfahren gab.  
 
7. Ich bestätige, dass ich die Promotionsordnung der Medizinischen Fakultät der Techni-
schen Universität Dresden anerkenne.  
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wissenschaftlichen Fehlverhaltens und für den Umgang mit Verstößen" der Technischen 
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